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OBTENÇÃO DE OÓCITOS E PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES EM 
DOADORAS LACTANTES DA RAÇA GIR (Bos taurus indicus). 
 
RESUMO 
 
Raças zebuínas (Bos taurus indicus) e seus cruzamentos têm papel fundamental na 

pecuária brasileira, e a raça Gir, em especial, acrescenta rusticidade e produtividade 

nas suas descendentes leiteiras. A Produção in vitro de embriões bovinos é uma 

biotécnica de alto valor econômico, que, aliada à utilização de sêmen sexado para 

cromossoma X, possibilita a multiplicação com fêmeas de valor genético superior. 

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar a produção in vitro 

(PIV) de embriões de doadoras da raça Gir na Fazenda Experimental da EPAMIG, em 

Uberaba, MG. O experimento 1 (EXP 1) visou verificar o efeito da ablação do folículo 

dominante sobre os resultados da PIV. No experimento 2 (EXP 2) os efeitos da 

estação do ano, idade da doadora, DNA mitocondrial materno e efeito do touro sobre 

a PIV foram estudados. No EXP 1, 42 multíparas e primíparas foram submetidas à 

aspiração de oócitos (OPU) a partir dos 15 dias pós-parto e a intervalos de 21 dias, 

sendo efetuada (65 sessões de OPU) ou não (115 sessões de OPU) a ablação do 

folículo dominante 3 dias antes da aspiração. Das 198 aspirações realizadas foram 

coletados 3.884 oócitos viáveis, que resultaram em 1.114 blastocistos. O número 

médio de oócitos viáveis aspirados e de blastocistos por sessão foi de 20,0 ± 10,6  e 

de  5,70 ± 4,9, respectivamente.  Não foram identificados efeito da ordem de parto e 

aspiração, do dia após o parto para início da coleta e da condição corporal da 

doadora nos resultados da PIV. No entanto, a produção de blastocistos por sessão foi 

superior (5,65±1,02 vs. 3,78±0,97) nas vacas que sofreram ablação do folículo 

dominante (p<0,05). No EXP 2 foram avaliadas 363 aspirações de 85 doadoras 

fertilizadas com 23 touros diferentes que geraram 6.084 oócitos viáveis, 2.537 

embriões, 1.105 gestações, 41,7% de taxa de fertilidade no dia 30 e uma taxa de 

concepção de 39,5% aos 60 dias após a inovulação (1.002 prenhezes).  O número de 

oócitos viáveis por aspiração (16,8 ± 10,7) foi influenciado pela idade da doadora, 

sendo registrada a queda de 0,89 estruturas por ano de idade da vaca (p<0,05) e pela 

linhagem citoplasmática da doadora, sendo que fêmeas com DNA mitocondrial 
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(DNAm) indicus produziram menos oócitos viáveis (16,1 ± 0,99) que as DNAm taurus 

(21,6 ± 1,37) (p<0,05). Tanto o número de embriões 6,86 ± 5,3) quanto o número de 

prenhez por aspiração (3,15 ± 3,0) foram influenciados pela classe de idade da 

doadora e pelo mês da aspiração, sendo que fêmeas com menos de 11 anos 

produziram mais prenhezes do que as com idade superior a esta (p<0,05). Os meses 

de setembro e outubro foram os que proporcionaram mais prenhezes, nas receptoras, 

em resposta a PIV (p<0,05). A taxa de conversão de oócito em embrião foi 

influenciada (p<0,05)  pelo  touro utilizado na fertilização, variando de 2,6 a 57,1 %, 

dependendo do touro. Concluiu-se que vacas lactantes da raça Gir podem ser 

aspiradas a partir 14 dias pós-parto, a intervalos de 21 dias, proporcionando grande 

quantidade de oócitos viáveis e embriões. Também conclui-se que, embora haja 

efeito individual de touro (sêmen sexado para cromossomo X) no processo de 

fertilização in vitro, a ablação do folículo dominante pré aspiração aumenta a 

eficiência da PIV, que fêmeas com até 10 anos são melhores doadoras e, que, o mês 

de aspiração pode influenciar as taxas de gestação.  

 
Palavras chave: sêmen sexado, idade, época do ano, ablação do folículo dominante, 

zebu 
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OOCYTE RETRIEVAL AND IN VITRO EMBRYO PRODUCTION FROM LACTATING 
GYR (Bos taurus indicus) DONORS.  
 
ABSTRACT 
 

Zebu breeds (Bos taurus indicus) and its crosses have an essential role on the 

Brazilian cattle industry, and the Gyr breed, especially, incorporates hardiness and 

productivity onto its dairy descendants. The in vitro production of bovine embryos is a 

biotechnique of high economic value, which, combined to the use of sex-sorted semen 

bearing X chromosomes, allows for the multiplication of superior genetic value dams. 

Two experiments were conducted to evaluate the in vitro production (IVP) of embryos 

from Gyr donor cows at the EPAMIG Research Farm in Uberaba, MG, 

Brazil. Experiment 1 (EXP 1) aimed to verify the effect of ablation of the dominant 

follicle on IVP results.  In experiment 2 (EXP 2), the effects of season, donor age, 

mitochondrial DNA and sire on IVP were studied. In EXP 1, 42 multiparous and 

primiparous cows underwent ovum pick up (OPU) after removal (65 OPU sessions- 

DFR) or non removal (115 OPU sessions- Control) of the dominant follicle 3 days 

before aspiration, starting from 15 days postpartum at approximately 21 day-

intervals. Of the 180 OPU sessions performed, 3,884 viable oocytes were collected, 

which resulted in 1,114 blastocysts. The overall average numbers of oocytes aspirated 

and viable blastocysts per session were 20.0 ± 10.6 ± 4.9 and 5.70, respectively. OPU 

session, parity, calving to OPU interval and donor body condition did not influence IVP 

results. However, the production of blastocysts per session was higher (5.65 ± 1.02 vs. 

3.78 ± 0.97) in DFR-cows   (P <0.05). In EXP 2, a total of 363 OPU sessions from 85 

donors was studied. Semen from 23 different bulls was used for in vitro fertilization, 

yielding 6,084 viable oocytes, 2,537 embryos and 1,105 pregnancies overall. Thirty 

and sixty-day day pregnancy rates after embryo transfer were 41.7% and 39.5%, 

respectively. The number of viable oocytes per OPU session (16.8 ± 10.7) was 

influenced (P <0.05) by donor age, such that, a drop of 0.89 per year of age was 

observed. Viable oocyte number was also influenced by donor cytoplasmic lineage, 

such that, females with indicus mitochondrial DNA (mDNA) produced fewer viable (P 
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<0.05) oocytes (16.1 ± 0.99) than those with taurus mDNA (21.6 ± 1.37). The total 

number of embryos (6.86 ± 5.3) and pregnancies per OPU session (3.15 ± 3.0) were 

influenced by donor age and OPU-month. The class of donors under 11 years of age 

produced more pregnancies than the older class (P<0.05). More pregnancies (P 

<0.05) were observed from OPU sessions done on September and October, 

compared to those of the remaining months. The overall oocyte to embryo conversion 

rate was 41.7% and was influenced (P<0.05) by the bull used, ranging from 2.6 to 

57.1%. It was concluded that lactating Gyr cows may be submitted to OPU from 14 

days postpartum on, at 21 day-intervals, providing large quantities of viable oocytes 

and embryos. Additionally, it may be concluded that, although there is an effect of sire 

in the in vitro fertilization process, ablation of the dominant follicle prior to OPU 

increases IVP efficiency, cows up to 10 years old are better donors and the month 

when OPU is performed may alter gestation outcome. 

 

Keywords: sex-sorted semen, age, zebu, dominant follicle ablation, cow 
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CAPITULO I 
PARÂMETROS GERAIS SOBRE A OBTENÇÃO DE OÓCITOS, PRODUÇÃO DE 
EMBRIÕES E PRENHEZES COM DOADORAS LACTANTES DA RAÇA GIR 
(Bos taurus indicus) EM PROGRAMA DE PRODUÇÃO IN VITRO. 
 
1. INTRODUÇÃO. 

O Brasil é detentor do maior rebanho comercial bovino do mundo. 

Entretanto, a pecuária nacional ainda encontra-se em desenvolvimento, e o país, 

apesar de estar entre os maiores produtores mundiais de carne, e possuir o maior 

potencial para ser grande exportador de leite e derivados, possui baixa taxa de 

desfrute. Ao analisar o rebanho, de 200 milhões de cabeça, verifica-se por várias 

razões, tanto estruturais quanto de conjuntura, que o efetivo do rebanho bovino 

brasileiro está diminuindo. Porém, a demanda por proteína animal crescente torna 

o aumento de produtividade vital para o setor de bovinocultura e interessante do 

ponto de vista técnico e econômico. O modelo de criação dominante, as precárias 

condições de exploração e o baixo nível tecnológico empregado, são os principais 

motivos da baixa eficiência reprodutiva de nossas matrizes e consequentemente, 

de sua baixa produtividade. Além disso, para o desenvolvimento de estratégias 

que melhorem o desempenho reprodutivo de raças Bos indicus é necessário 

compreender melhor a fisiologia reprodutiva e suas implicações nos programas de 

melhoramento animal. 

As raças Zebuínas e seus cruzamentos apresentam grande importância na 

formação da pecuária brasileira, representando cerca de 80% do efetivo bovino 

nacional (GOMES, 2006). A raça Gir exerce destacado papel neste contexto por 

ser uma raça que incorpora rusticidade, produtividade e docilidade, sendo ainda 

eficiente na produção de leite a baixo custo, principalmente quando utilizada em 

cruzamentos com animais de raças especializadas para a produção leiteira, sendo 

por isso uma das principais raças Zebuínas utilizadas para esse fim. O Estado de 

Minas Gerais possui um rebanho bovino com cerca de 20 milhões de cabeças 

produzindo anualmente 7 bilhões de litros de leite e 800 mil toneladas de carne 

bovina “equivalente carcaça” (ANUALPEC, 2010).Os rebanhos da raça Gir, 
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componentes do ápice dessa estratificação piramidal ou rebanhos núcleo, devem 

ser submetidos a um trabalho de melhoramento e seleção sério e rigoroso, para a 

produção de reprodutores e material genético (sêmen e embriões) de qualidade 

superior a serem utilizados nos rebanhos mestiços (ALMEIDA & PIRES, 2004).  

A Produção in vitro de embriões bovinos (PIV) é uma biotécnica de 

interesse econômico, que aliada a utilização de sêmen sexado possibilita a 

obtenção de fêmeas de valor genético superior (GARCIA et al, 2003; BARUSELLI 

et al., 2006; CAMARGO et al., 2006). O desenvolvimento da metodologia de 

produção in vitro de embriões (PIV) para maximizar o ganho genético e a 

produção animal a um custo baixo é um desafio de pesquisa científica há vários 

anos, e a produção em escala comercial de embriões a partir de oócitos 

puncionados dos folículos ovarianos pode aumentar os benefícios do progresso 

genético entre gerações e contribuir para os programas de melhoramento genético 

ou produção animal (RUMPF, 2007). 

A tecnologia de transferência de embriões em doadoras Zebuínas leiteiras 

pelos métodos convencionais através de protocolos de superovulação e coleta de 

embriões, aplicados após a vaca findar a lactação, não permitia a continuidade da 

vida produtiva da matriz. A técnica empregada comercialmente de transferência de 

embriões coletados após superovulação tem como limitante o número de 

embriões produzidos e o número de protocolos aplicados a doadora. A 

variabilidade da resposta ovariana nos diferentes tratamentos superovulatórios, 

tais como droga, dosagem, duração e protocolos, interfere nos resultados, assim 

como fatores inerentes a fisiologia da doadora como, idade, época do ano, estado 

nutricional e histórico reprodutivo (BO et al., 2002). Em função destas limitações a 

PIV incluindo aspiração folicular (OPU), maturação, fertilização e cultivo 

embrionários, é um exemplo de avanço rapidamente incorporado ao setor 

produtivo, e que resulta em avanços significativos para a pecuária nacional, 

demonstrando a importância do investimento em pesquisa e desenvolvimento 

tecnológico nesta biotecnologia (GARCIA et al, 2005; VIANA & CAMARGO, 2007). 

Portanto a pressão para redução do intervalo de gerações, os programas 

de melhoramento com avaliação somente de primíparas e a criação de núcleos 
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MOET nas raças Zebuínas, tem pressionado criadores e técnicos em direção a 

alternativa de emprego das biotecnologias da reprodução para multiplicação das 

fêmeas superiores, principalmente com vacas lactantes e jovens. A multiplicação 

de fêmeas jovens superiores da raça Gir, aprovadas em núcleo MOET, recordistas 

de lactação na primeira e segunda cria, embora ainda estejam ampliando suas 

melhores lactações até atingirem a produção máxima por volta da quarta ou quinta 

cria, devem ser exploradas com as modernas ferramentas da reprodução, sem 

que ocorra interferência em sua vida reprodutiva normal de intervalos entre 12 a 

14 meses e lactações de 270 a 330 dias. Além disso, a utilização de doadoras da 

raça Gir para produção de embriões F1 com raças taurinas leiteiras especializadas 

já é realidade no mercado de genética nas bacias leiteiras tradicionais e 

emergentes (BASSO et al., 2010). 

Programas de produção in vitro que iniciem os protocolos de aspiração o 

mais próximos do parto, e que permitam aspirações seqüenciais não interfirindo 

na reconcepção da doadora para uma próxima lactação, são de grande interesse 

cientifico e produtivo. O presente trabalho pesquisou a produção in vitro (PIV), 

utilizando doadoras da raça Gir (Bos taurus indicus), visando identificar possíveis 

diferenças no desempenho da doadora, em relação ao período de dias pós-parto 

para início das aspirações, na ablação do folículo dominante pré aspiração, e a 

influência da idade e do DNA mitocondrial da doadora. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. FOLÍCULOGÊNESE, CICLO ESTRAL E DINÂMICA FOLICULAR EM 
BOVINOS. 

Na fase fetal dos bovinos ocorre o início da folículogênese, com as células 

germinativas primordiais originando-se no saco vitelino e migrando para a gônada 

em formação, e em seguida, as células germinativas multiplicam-se por mitose e 

originam grupos de oogônias, conectados entre si por interações citoplasmáticas. 

Nesta etapa, células somáticas do mesonefro circundam as oogônicas, formando 

os cordões corticais, precursores dos folículos primordiais. Em uma primeira etapa 

de diferenciação, são constituídas as células da pré-granulosa a partir das células 

mesonéfricas. Por sua vez, as oogônias diferenciam-se em oócitos, os quais, 

associados com as células da granulosa, constituem os folículos primordiais 

(SENEDA & BORDIGNON, 2007). Os oócitos iniciam o processo de divisão 

meiótica, que é interrompido na prófase da meiose I, no estágio de diplóteno. Esta 

quiescência persiste até o recrutamento folicular, seja este no início da puberdade 

ou nos últimos dias da fase reprodutiva da fêmea (SOTO-SUAZO & ZORN, 2005; 

VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Coincidindo com o início da meiose, os folículos 

primordiais individualizam-se a partir dos cordões corticais, caracterizando-se por 

uma camada de células granulosas pavimentosas circundando o oócito. Nesta 

etapa da folículogênese, há degeneração de um expressivo número de folículos 

primordiais, sendo a parcela remanescente denominada como população de 

reserva de folículos ou pool folicular. Uma vez constituída esta população folicular, 

alguns folículos primordiais são regularmente recrutados, aparentemente 

obedecendo à uma cronologia conforme sua formação. Desta forma, o processo 

de recrutamente folicular ocorre até o término da vida reprodutiva da fêmea (VAN 

DEN HURK & ZHAO, 2005).  

Dentre os fatores mais estudados no mecanismo de recrutamento nas 

primeiras modificações foliculares, encontram-se o Kit Ligand (PARROT & 

SKINNER, 1999), GDF-9 (VITT et al., 2000), bFGF (NILSSON et al., 2001) e LIF 

(NILSSON et al., 2002). Uma vez recrutado, o folículo primordial passa a folículo 

primário, cujas células granulosas apresentam formato cubóide. Uma 
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característica marcante dessa fase é o surgimento da zona pelúcida, estrutura ao 

redor do oócito mantida por todo o desenvolvimento folicular. Uma recente 

descoberta associou variações genéticas nas proteínas da zona pelúcida com 

resultados insatisfatórios na produção in vitro de embriões, criando novas 

perpectivas na avaliação dessa estrutura nos oócitos (MANNIKKO et al. 2005). 

Com o crescimento do oócito, a caracterização da zona pelúcida, as primeiras 

células da teca e pelo menos duas camadas da granulosa, o folículo secundário 

encontra-se constituído. Durante o processo de formação do folículo secundário, 

alguns marcadores têm sido reportados como de grande importância, tais como 

ativina-A (ZHAO et al. 2001), EGF (VAN DEN HURK et al., 2000) e BMP-15 

(JUENGEL et al., 2002). Ao fim deste estágio, a ação gonadotrófica já pode ser 

detectada, sendo então iniciados os efeitos amplos do FSH e LH (VAN DEN 

HURK et al., 2000). Alguns marcadores, como ativina - A e sua proteína de ligação 

folistatina foram identificados desde o estágio de folículo primordial até grandes 

folículos antrais (SILVA et al., 2004). A etapa seguinte do desenvolvimento 

consiste no folículo terciário, cuja distinção do anterior ocorre pela multiplicação 

das camadas da granulosa, além da organização completa das células da teca. O 

FSH tem se revelado como agente fundamental, não apenas pela sua ação 

endócrina conhecida, mas também pelo seu envolvimento na ação parácrina de 

fatores de crescimento, como relatado para membros do grupo FGF, como o FGF-

8 (BURATINI et al., 2005). Um grande evento fisiológico, a formação do antro, 

representa um marco importante no estudo do crescimento folicular, pois é 

precursor dos processos de desvio e dominância folicular. Tais etapas têm sido 

bastante estudadas, e resultados interessantes sobre a interação do LH e seu 

receptor foram recentemente descritos (NOGUEIRA et al., 2007). Além de 

representar a fase de mais intensa ação gonadotrófica, a presença do líquido 

folicular viabiliza os estudos ultra-sonográficos, permitindo o acompanhamento in 

vivo até o destino final do folículo: atresia ou ovulação, além de permitir sua 

visualização e a aspiração para cultivo in vitro (SENEDA & BORDIGNON, 2007). 

O ciclo estral nos bovinos varia de 17 a 25 dias, com semelhança entre 

taurinos e Zebuínos (BARROS et al., 1995; SIROIS & FORTUNE, 1988). Nas 
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raças de origem Européia (Bos taurus taurus) a duração do ciclo estral é de 21  

3,7 dias para vacas e 20  2,3 dias para novilhas (WRIGHT & MALMO, 1992), 

enquanto que em raças de origem Indiana (Bos taurus indicus) varia de 17 a 24 

dias (MUKASA-MUGERWA, 1989; GALINA & ARTHUR, 1990; PINHEIRO et al., 

1998). Neste intervalo considerado normal, o desenvolvimento folicular se 

apresenta como uma sequência dinâmica de eventos fisiológicos e 

endocrinológicos que envolvem o crescimento e a atresia dos folículos antrais, em 

movimentos denominados de ondas foliculares (PIERSON & GHINTER, 1984). 

Este desenvolvimento folicular ovariano ocorre em uma série de ondas 

sucessivas, sendo que cada onda de crescimento folicular consiste de um grupo 

de folículos recrutados de um pool de folículos antrais gonadotropina 

dependentes. Caso não ocorra a ovulação de um destes folículos, inicia-se o 

processo de atresia e nova onda de crescimento folicular emerge. Possivelmente, 

durante o recrutamento, o folículo dominante seja aquele cujo estágio de 

desenvolvimento estaria melhor sincronizado com o estímulo gonadotrófico, 

tornando-o mais responsível a estímulos endócrinos. Com o advento da 

ultrassonografia, técnica de avaliação não invasiva e em tempo real, outros 

trabalhos comprovaram que o crescimento dos folículos dava-se em forma de 

ondas, e que cada ciclo tinha de duas a quatro ondas (PIERSON & GHINTER, 

1988; SAVIO et al., 1988; FORTUNE, 1988). Com o uso desta ferramenta foi 

possível avaliar a dinâmica folicular a associar com os eventos endocrinológicos, 

ao mesmo tempo do surgimento das estruturas ovarianas durante o ciclo estral 

(ADAMS et al.,1992; GINTHER et al.,1989; SIROIS & FORTUNE, 1988). 

O desenvolvimento folicular tem sido estudado principalmente em fêmeas 

de genótipos taurinos (GINTHER et al., 1991; ADAMS et al., 1994; EVANS et al., 

1994). Porém, são escassos os estudos deste processo em animais Zebuínos 

(RHODES et al 1995b; FIGUEIREDO et al 1997), especialmente da raça Gir 

(GAMBINI et al., 1998). 

O desenvolvimento folicular é regulado pela interação de fatores endócrinos 

e intrafoliculares, bem como por inúmeras vias intracelulares, que envolvem a 

transcrição de genes novos (ZIELAK et al., 2007). Os mecanismos que regulam a 
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seleção do folículo dominante e a regressão do folículo subordinado são focos 

atuais de investigação na moderna genômica. Apesar de hormônios de glândulas 

endócrinas desempenharem funções cruciais de regulamentação, os seus efeitos 

também são influênciados por fatores intraováricos  que agem por mecanismos de 

via parácrina e ou autócrina (KNIGHT & GLISTER 2003; MIHM & BLEACH 2003; 

RIVERA & FORTUNE 2004).  

Vários estudos examinaram a expressão de diferentes genes nos folículos 

dos bovinos em diferentes estágios de desenvolvimento. Sisco e colaboradores 

(2003), citam fatores como a maior expressão de inibina βA, receptores da  

apolipoproteína E2, p450 aromatase, mitógeno-ativada da proteína quinase 

(MAPK) quinase quinase 5 e carboxipeptidase D em células da granulosa dos 

folículos maiores na seleção de estágio anterior a fase de dominância. Os 

resultados de outro estudo (EVANS et al. 2004) que usando um microarray para 

cDNA bovino demonstraram que o desenvolvimento do folículo dominante foi 

associado à maior expressão de genes envolvidos na inibição de vias apoptóticas 

(aromatase, receptor do hormônio luteinizante (LH),  receptor do estradiol β,  

deleted in câncer 1 (DICE-1) proteína supressora de tumor, e proteína de 

diferenciação mielóide celular (MCL-1) em células da granulosa. Estes autores 

também demonstraram que o crescimento do folículo subordinado foi associado a 

maior expressão de genes envolvidos nas vias apoptóticas (Β-glicana, ciclo-

oxigenase-1, fator de necrose tumoral α, caspase-activated DNase e morte 

associada à proteína kinase related 2 (Drak-2) em células da granulosa e β-

glicana, caspase 13, inibidor da proteína quinase of RNA activated P58 (P58 

(IPK)), apoptose fator ativador de protease-1 (Apaf-1), a família humana BTG 

membro 3 (BTG-3) e supressores tumorais humanas candidato B-CLL (TS-BCLL) 

em células da teca. MIHM e colaboradores (2006), relataram que o crescimento 

dos folículos coletados no início da seleção foi associado com a modulação da 

expressão dos genes para receptores de LH nas células da granulosa e fator de 

crescimentotransformante (TGF)-β1 induzindo fator anti apoptóse nas células da 

teca e downregulation de folículo estimulante de receptores hormonais (FSH), α-

inibina e ativina um receptor do tipo I em células da granulosa. 
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Além desses achados, Zielak  e colaboradores (2007), demonstraram  que, 

no momento da emergência da onda folicular, o futuro folículo dominante tem 

elevadas concentrações de mRNA para aromatase e Tbc1d1, que estimulam a 

diferenciação celular. Logo após a seleção do folículo dominante, o folículo tem 

mais mRNA para aromatase, MRPL41 e Tbc1d1, que desempenham funções na 

produção de estradiol, apoptose e diferenciação celular, levando ao maior 

diâmetro e maiores concentrações de estradiol no fluido folicular nos folículos 

dominante em relação aos subordinados. Estes autores afirmam que na fase de 

dominância da onda folicular, o diâmetro do folículo e concentrações de estradiol 

no fluido folicular  são ainda maiores no folículo dominante, bem como nas 

concentrações de mRNA para aromatase, receptores de LH, Tbc1d1, MRPL41 

andVDAC2, que irão promover a continuidade do desenvolvimento folicular. Em 

contraste, o folículo subordinado possui mais mRNA para STX7 SPC22 e EHD3, 

que irão promover fagocitose e apoptose, levando à regressão dos folículos 

subordinados. 

 
2.2. PRODUÇAO IN VITRO DE EMBRIÕES (PIV) 

A transferência de embriões bovinos (TE) no Brasil foi iniciada na década 

de 70, primeiramente utilizando-se embriões importados e, posteriormente, 

coletados no país (RUBIN, 2005). A atividade desenvolveu-se gradualmente, 

assumindo grande importância econômica. Nos últimos anos, a incorporação da 

tecnologia de produção de embriões em laboratório, conhecida por fertilização in 

vitro (FIV) ou produção in vitro de embriões (PIVE) alavancou o mercado da TE no 

Brasil. A produção de embriões cresceu significativamente, e o país tornou-se o 

maior produtor mundial de embriões bovinos, já tendo alcançado 

aproximadamente ¼ do total de transferências realizadas no mundo (VIANA & 

CAMARGO, 2007). Após um período de crescimento paralelo, a PIV passou a 

ocupar o espaço anteriormente dominado pela TE convencional. 

A produção in vitro (PIV) de embriões bovinos compreende três etapas 

desenvolvidas no laboratório: a maturação in vitro (MIV), a fecundação in vitro 

(FIV) e o cultivo de desenvolvimento embrionário in vitro (CIV) até os estádios de 
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mórula ou blastocisto, quando poderão ser transferidos ou criopreservados. A 

obtenção de oócitos disponíveis para PIV ocorre através da técnica de aspiração 

folicular transvaginal, ou OPU (ovum pick up), e a OPU tem sido a melhor opção 

para a recuperação de oócitos in vivo na espécie bovina (BOLS et al., 2004). A 

PIV mostrou ser uma alternativa à superovulação convencional para a produção 

de embriões, possibilitando a obtenção de maior número de gestações de uma 

doadora em determinado período de tempo (BOUSQUET et al., 1999), além de 

viabilizar o uso de doadoras refratárias aos tratamento hormonais, pré-púberes, 

em fase inicial de gestação ou até com alterações físicas no trato genital (BONI et 

al., 1997). 

A PIV tem sido alvo de muitas pesquisas e estudos com o intuito de 

melhorar a sua utilização comercial, já que um dos principais problemas atuais da 

técnica é a variabilidade nos resultados do desenvolvimento in vitro dos embriões, 

uma vez que, em média, apenas 30% dos oócitos maturados se desenvolvem até 

o estádio de blastocisto. Para a obtenção de melhores resultados com a técnica, 

muitos estudos foram realizados visando avaliar individualmente cada uma das 

três etapas, procurando ajustar da melhor maneira possível, todas as variáveis 

envolvidas no processo. 

Tanto na TE quanto na PIV, ocorre grande variabilidade na produção de 

embriões pelas doadoras (SLENNINGL & WHEELER, 1989; GALLI et al., 2003). 

No entanto, a maior produção de embriões pelo procedimento in vitro em relação à 

superovulação convencional (TE) tem feito com que a maioria dos técnicos e 

criadores optarem pela PIV, buscando mais rapidez na produção de descendentes 

de vacas de linhagens superiores. A biotecnologia referente a PIV encontra-se 

difundida por vários países, mas o Brasil alcançou posição de destaque frente ao 

número surpreendente de embriões produzidos por esta técnica. As diferenças 

existentes nos diversos parâmetros da fisiologia ovariana em Zebuínos, são 

referentes ao número de número de ondas de crescimento, momento da 

divergência, maior número de folículos recrutados por onda, tamanho máximo, 

persistência dos folículos dominantes, perfil de recrutamento folicular (RHODES et 

al., 1995a, FIGUEIREDO et al., 1997; DAYAN et al., 2000, SENEDA et al., 2002, 
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VIANA et al., 2000b, SARTORELLI et al., 2005), estes parâmetros parecem estar 

associados a grande variação na resposta ao tratamento superovulatório 

convencional em Zebuínos (BARUSELLI et al., 2006), mas determinam o maior 

número de folículos em crescimento nos ovários e, conseqüentemente, o maior 

número de oócitos recuperados (VIANA et al., 2004), quando comparado com os 

resultados obtidos com Bos taurus (WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006). 

Considerando-se que as taxas de fertilização, clivagem, produção de blastocistos 

e gestações são relativamente similares entre laboratórios, diferenças no número 

de oócitos obtidos de cada doadora podem determinar a viabilidade desta 

biotecnologia (VIANA & CAMARGO, 2007). A repetibilidade no recrutamento 

folicular (BONI et al., 1997) é a logística mais simples na recuperação dos oócitos, 

quando comparada com a TE, assim como o uso de sêmen sexado (DELL’AQUA 

JR et al., 2006, HAYAKAWA et al., 2009), também permitem tornar a FIV mais 

competitiva e a biotecnologia de futuro para o melhoramento e produção animal. 

A eficiência do procedimento de aspiração folicular transvaginal está 

diretamente relacionada a metodologia adequada, sendo que as variáveis técnicas 

para a obtenção de oócitos possuem considerável impacto sobre a quantidade e a 

morfologia dos complexos cumulus oophorus (CCOs), e conseqüentemente sobre 

a competência para o desenvolvimento (BOLS et al., 1997). Outro aspecto 

relevante está relacionado às variações individuais entre doadoras, considerando-

se peso, idade, e raça entre outros. Relatos de oócitos de qualidade inferior em 

animais senis são freqüentes (Garcia et al 1999). Looney e colaboradores (1994), 

relataram a possibilidade de aspiração folicular nos animais bastante jovens, e 

Brogliatti & Adams (1996) obtiveram oócitos de bezerras com apenas seis 

semanas de idade com a utilização de um transdutor adequado. A origem dos 

oócitos pode ter um significativo impacto no seu potencial desenvolvimento in 

vitro. Animais senis produzem poucos oócitos e com baixo percentual de 

desenvolvimento, além da baixa qualidade devido ao pequeno número de 

camadas de células do cumulus (GARCIA et al., 1999). Parece haver um 

consenso quanto à condição corporal, em que animais subnutridos seriam 

doadores de oócitos com menor capacidade para desenvolverem-se até 
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blastocisto (LOPEZ RUIZ et al., 1996), e há indícios de que animais submetidos à 

situações de estresse também sejam doadores de oócitos menos competentes 

(SENEDA et al., 2000). 

A competência do oócito obtido pela aspiração folicular transvaginal parece 

não ser influênciada pelo tamanho do folículo (LONERGAN et al., 1994; SENEDA 

et al., 2001), mas o mesmo não ocorre em relação à taxa de recuperação, que 

demonstrou ser significativamente superior para folículos menores ou iguais a 4 

mm (SENEDA  et al., 1999) e já foi demonstrado que folículos menores viabilizam 

recuperação oocitária mais eficiente (SENEDA et al., 2001). Pavlock e 

colaboradores (1992), também observaram melhor desempenho na produção de 

blastocistos quando foram aspirados oócitos de folículos médios (2-4 mm) e 

grandes (4-8 mm) e utilizados em comparação a oócitos aspirados de folículos 

pequenos (1-2 mm). Hendriksen e colaboradores (2000), concluíram que a 

competência para o desenvolvimento in vitro é maior para oócitos oriundos de 

folículos maiores que 6-8 mm quando comparado com folículos de 3-6 mm. No 

entanto, Carolan e colaboradores (1996), não observaram influência do tamanho 

folicular sobre a maturação do oócito. Resultado similar foi obtido por Seneda e 

colaboradores (2001), avaliando oócitos oriundos de folículos pequenos (<4 mm) e 

grandes (>4 mm) aspirados in vivo. 

Em função do estágio do desenvolvimento folicular, Machatkova e 

colaboradores (1996), demonstraram que oócitos aspirados nos dias 14 a 16 do 

ciclo estral apresentavam melhores índices de competência para o 

desenvolvimento embrionário quando comparados aos aspirados nos dias 7, 8 e 

9, e outro trabalho, concluiu que o desenvolvimento até blastocisto foi 

significativamente maior em oócitos colhidos durante a fase de crescimento 

folicular independente do diâmetro do folículo, porém a competência oocitária 

tendeu a aumentar em oócitos oriundos de folículos maiores (HAGEMANN, 1999). 

Por outro lado, em relação a onda folicular, Vassena e colaboradores (2003), 

demonstraram que a aspiração folicular nos dias 2 ou 3 da nova onda folicular 

(próximos da divergência folicular) proporcionaram baixa produção de blastocistos 

possivelmente devido à menor competência oocitária e que o melhor momento 
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para recuperação seria no dia 5 (VASSENA et al., 2003), entretanto em trabalhos 

mais recentes não houve diferença na produção de blatocistos quando os oócitos 

foram aspirados nos dias 2, 3 ou 5 (HENDRIKSEN et al., 2004, MACHATKOVÁ et 

al., 2004). Por outro lado, nas fases mais avançadas do período de dominância, 

nos dias 7 ou 8, aqueles autores observaram queda na produção, concluindo que 

neste período o estádio avançado de atresia compromete a competência oocitária 

nos folículos subordinados (VASSENA et al., 2003, MACHATKOVÁ et al., 2004, 

HENDRIKSEN et al. 2000, 2004). Em vacas da raça Nelore (Bos indicus) 

aspiradas nos dias 3 e 5 da onda folicular, o número total de oócitos e a 

percentagem de blastocistos foram maiores do que os aspirados nos dias 7 e 9 

(MELO, 2008).  

Quanto ao intervalo das aspirações, menores taxas de recuperação e de 

blastocisto são observadas quando a OPU é realizada semanalmente em 

comparação com OPU a cada 3-4 dias (GOODHAND et al., 1999). Possivelmente 

a alta freqüência nas aspirações previna o estabelecimento do folículo dominante 

(HENDRIKSEN et al., 2000). Por outro lado, o cultivo com outras células (STOCK 

& SMITH, 1996) quando foram utilizados COC’s de folículos grandes para maturar 

oócitos aspirados de folículos pequenos, este autores observaram que a taxa de 

blastocisto foi semelhante às obtidas de oócitos de folículos grandes (6-9 mm), 

demonstrando que fatores parácrinos secretados pelo oócito e ou células do 

cumulus durante a maturação final são importantes para o desenvolvimento do 

embrião.  

Os oócitos aspirados para a produção in vitro são obtidos de folículos em 

diferentes etapas do desenvolvimento e em diversas fases do ciclo estral, 

portanto, expostos a variadas concentrações de estradiol, progesterona, LH e 

FSH. Estes fatores podem afetar a competência oocitária para o desenvolvimento 

de embriões in vitro (WIT et al., 2000). Chaubal e colaboradores (2007), 

propuseram a utilização de tratamentos hormonais para aumentar a taxa de 

recuperação e a qualidade de oócitos. Estes autores testaram a associação de 

progesterona em associação com a aplicação de FSH exógeno para crescimento 
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folicular, e uso de um pico de LH exógeno seis horas antes da aspiração folicular 

para induzir a maturação oocitária in vivo. 

Vários protocolos de superestimulação ovariana, com o uso de 

gonadotrofinas (FSH, PMSG ou eCG e r-bST), têm sido estudados visando 

aumentar a eficiência desta biotecnologia (MEINTJES et al., 1995; BOLS et al., 

1998; ROOVER et al., 2005; PIETERSE et al., 1992; SENEDA et al., 2005). 

Roover e colaboradores (2005), consideraram que a aplicação exógena de FSH 

foi capaz de aumentar o tamanho dos folículos, mas não houve alteração 

quantitativa, atribuindo a este último aspecto, como variação individual. As 

vantagens da estimulação folicular esperadas são de que maior número de 

folículos resultariam em mais oócitos (ROOVER et al., 2005). No entanto, apesar 

dos protocolos pré-aspiração promoverem aumento de tamanho dos ovários, 

tornando mais fácil sua manipulação (TECHAKUMPHU et al., 2004), e ainda 

proporcionarem maior número de folículos viáveis por aspiração, a eficiência da 

recuperação dos oócitos diminuiu com o uso do FSH ou bST (BOLS et al., 1998; 

PIETERSE et al., 1992; WALTON et al., 1993). Supõe-se que os folículos com 

diâmetros maiores produzidos por estes protocolos poderiam induzir menor 

eficiência da recuperação oocitária devido aos seguintes aspectos: maior pressão 

intrafolicular, fluido folicular mais viscoso e em maior quantidade, o que dificultaria 

a aspiração (SENEDA et al., 2001). Pieterse e colaboradores (1991) e Goodhand 

e colaboradores (1999), relataram melhor recuperação quando predominavam 

folículos pequenos no ovário e menos oócitos por sessão quando havia 

predomínio de folículos maiores que seis milímetros. 

A relação inversa entre maior diâmetro folicular e taxa de recuperação de 

oócitos por sessão tem sido justificada de diversas formas, como alterações 

morfológicas no complexo cumulus oophorus (BOLS et al., 1998), viscosidade do 

fluido folicular (GOODHAND et al., 1999) e quantidade de material a ser aspirado 

e pressão intrafolicular (SENEDA et al., 1999). Apesar dos folículos maiores que 5 

mm serem aspirados mais facilmente, a aspiração de folículos pequenos mostrou-

se mais eficiente quanto à captação dos oócitos (SENEDA et al., 2001). Assim, a 

estratégia mais eficiente para associar utilização de FSH e presença de folículos 
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pequenos é controlar o período de crescimento folicular, conforme relatado por 

Seneda e colaboradores (2002). 

Merton e colaboradores (2003), consideraram que a utilização de FSH 

anterior à aspiração folicular durante 2 semanas otimizou a produção de embriões 

por sessão. No entanto, a freqüência de OPU afetou a qualidade e a quantidade 

dos oócitos coletados. A OPU quando realizada de forma descontínua (entre o 

início do estro e 12 dias após), permitiu que as doadoras retornassem a ciclicidade 

de forma natural, não afetando a função ovariana. Entretanto, a OPU contínua 

pode alterar o período de ovulação. Os estudos de Petyim e colaboradores (2003) 

demonstraram que o número de oócitos não diferiu em ambos os esquemas de 

aspiração, mas sugeriram que a OPU descontínua seja aplicada. 

Em fêmeas submetidas à biópsia guiada por ultrassonografia transvaginal, 

o exame histológico demonstrou intenso infiltrado de células vermelhas no 

estroma ovariano (AERTS  et al., 2005). Analisando animais puncionados, 

Demarque e colaboradores (2003), observaram através da histologia a presença 

de corpo lúteo e de folículos normais, indicando atividade cíclica ovariana regular. 

Viana e colaboradores (2003) observaram que folículos previamente aspirados 

apresentaram hemorragia interna e graus variados de desorganização das 

camadas da parede folicular. Observou-se também, a presença de áreas de tecido 

luteal ou de células luteais dispersas no estroma ovariano, provavelmente 

originadas da luteinização parcial de folículos cuja parede foi fragmentada pela 

punção. A luteinização de folículos puncionados, em particular, seria responsável 

pelas concentrações subluteais de progesterona observadas em animais 

puncionados intensamente (VIANA et al., 2000a). 

Nos ovários submetidos a maior número de punções, o espessamento do 

epitélio ovariano, comprometeu a visualização externa dos folículos em 

crescimento, quando os ovários foram avaliados macroscopicamente (VIANA et 

al., 2003). Animais submetidos a até 20 sessões de punções apresentaram baixa 

incidência de lesões, coerente com as observações de que o procedimento não 

causa, necessariamente, comprometimento da atividade ovariana (GIBBONS  et 

al., 1994). Viana e colaboradores (2002), não observaram redução na recuperação 
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de oócitos por vaca no decorrer do período experimental, mesmo quando foram 

constatadas seqüelas aos tratamentos. 

 
2.3. MANIPULAÇÃO DA DINÂMICA FOLICULAR 
 
2.3.1 ASPIRAÇÃO DO FOLÍCULO DOMINANTE 

De acordo com Adams (1994), no dia posterior a remoção do folículo 

dominante por eletrocauterização inicia-se um pico de FSH, responsável pela 

emergência de uma nova onda de crescimento folicular, cerca de dois dias após a 

cauterização. Outra maneira de eliminar o folículo dominante, rotineiramente 

utilizada em programas de fertilização in vitro, é a aspiração por punção ovariana 

guiada por ultrassonografia (BERGFELT et al.,1994). Em experimento de ablação 

do folículo dominante, comparando um grupo de novilhas superovuladas 

aspiradas após um dia de remoção do folículo dominante e tratamentos com FSH 

mais implante com progestágeno, confirmaram que o controle do corpo lúteo 

apresentou resposta mais consistente, em relação ao número de embriões viáveis 

e transferíveis (BERGFELT et al., 1997). Em outro estudo, animais submetidos à 

aspiração do folículo dominante (FD) dois dias antes do inicio da superovulação 

(SPO), realizada durante o diestro, tiveram maior resposta superovulatória do que 

aqueles em que a SPO foi iniciada em presença de um FD (HENDRIKSEN et al., 

2000).  

Bacelar e colaboradores (2010), avaliando o incremento na obtenção de 

oócitos em novilhas Nelore (Bos indicus) em dois tratamentos para controle da 

onda de crescimento folicular, um primeiro através da ablação de todos os 

folículos três dias antes da aspiração folicular e outro, por controle hormonal com 

benzoato de estradiol e progesterona injetável, concluiu que o protocolo hormonal 

mostrou-se uma alternativa viável para tratamentos pré-aspiração, havendo 

benefícios adicionais pela ausência de corpo lúteo no momento da aspiração 

folicular. Além disso, estes autores concluíram que em conseqüência aos dois 

procedimentos, iniciou-se uma nova onda de crescimento folicular 

aproximadamente seis dias após o tratamento hormonal, e três dias após a 
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ablação dos folículos dominantes e subordinados aos três dias antes da aspiração 

folicular. 

Chaubal e colaboradores (2006), em experimento de protocolos de 

aspiração folicular (OPU) uma ou duas vezes por semana, com uso de FSH e 

remoção do folículo dominante (RFD) 72 horas antes da aspiração, quase 

duplicaram a produção de blastocistos nos animais com RFD em relação ao grupo 

controle. Nos grupos estimulados, quando o FSH foi dado 36 horas após RFD, 

seguido por OPU 48 horas mais tarde, obtiveram maior número de folículos, de 

oócitos e embriões durante cada sessão semanal. O protocolo que consistiu de 

RFD, tratamento com FSH e uma OPU por semana, foi o mais produtivo. Além 

disso, a literatura também cita que somente a aspiração do folículo dominante 

pode controlar o crescimento folicular, promovendo a emergência de nova onda 

folicular após 1 a 2 dias (BERFELT et al., 1994; CAVALIERI et al., 2001). A 

presença do folículo dominante reduz significativamente a competência dos 

oócitos inclusos em folículos subordinados (HENDRIKSEN et al., 2004), além de 

interferir no número de folículos visualizados no momento da aspiração folicular 

(TORRES JUNIOR et al., 2006). Seneda e colaboradores (2001) mostraram 

melhor eficiência no número de oócitos recuperados a partir de folículos <5 mm de 

diâmetro. Por outro lado, com folículos > 5mm, espera-se encontrar maior número 

de folículos atrésicos, em razão da dominância folicular que ocorre nos bovinos 

(GINTHER, 2000). 

 
2.3.2 INTERAÇÃO REPRODUÇÃO E NUTRIÇÃO 

A idade da vaca também é um fator importante que influência a duração do 

anestro pós-parto. Esse efeito é bastante visível quando se compara a taxa de 

ciclicidade após o parto entre primíparas e multíparas. Como as vacas de primeira 

cria ainda estão em crescimento durante a lactação, os requerimentos nutricionais 

são maiores e o consumo geralmente não supre essas necessidades, 

principalmente no terço inicial da lactação. Dessa forma, as vacas de primeira cria 

apresentam balanço energético negativo mais acentuado após o parto, com maior 

mobilização de reservas corpóreas (perda de condição corporal (LALMAN et al., 
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1997). Esse fator contribui para maior inibição na secreção pulsátil de LH 

prolongando o período anovulatório. Portanto, o efeito da idade da matriz no 

tempo de retorno à atividade cíclica ovariana está relacionado ao maior grau de 

deficiência energética pós-parto nos animais mais novos, de forma que o retorno à 

ciclicidade é mais demorado em vacas de primeira cria do que em vacas de 

segunda cria, que por sua vez é mais demorado do que em vacas de terceira ou 

mais crias. 
A leptina tem papel homeorrético ao agir como indicador do tecido adiposo 

animal e fornecer um mecanismo de feedback para controlar a ingestão de 

alimentos, embora o sistema regulador geral seja complexo (VERNON et al., 

2001). Além dos seus efeitos sobre a ingestão de alimentos, verificou-se que a 

leptina modula a transferência e partição de nutrientes através da interação com 

outros hormônios, inclusive insulina, glucagon, glicocorticóides, hormônio de 

crescimento, IGF-1, citoquinas, e hormonios tiroidianos. Parece que tanto a 

insulina como o IGF-1 estão envolvidos na regulação das respostas da leptina a 

nutrição (ARMSTRONG et al., 2003). Mostrou-se também que outros fatores 

sintetizados pelo tecido adiposo (fator α de necrose tumoral e resistina) interagem 

com a leptina na regulamentação da gordura corporal (VERNON et al., 2001). 

Estima-se que aproximadamente 80% da variação na fertilidade ocorram 

devido a fatores ambientais, dos quais mais de 50% são explicados pela nutrição 

(LOTTHAMMER, 1991). Animais criados em regiões tropicais apresentam 

comprometimento na atividade ovariana pós-parto devido ao inadequado conteúdo 

energético fornecido pelas pastagens. Dessa maneira, a energia ingerida pelo 

animal é priorizada para funções vitais de manutenção e de produção de leite, em 

detrimento das funções reprodutivas (MONTIEL & AHUJA, 2005).  

Adicionalmente, a literatura (MONTIEL & AHUJA, 2005) aponta o 

hipotálamo como a área pela qual os fatores externos (como o estatus nutricional) 

e internos são integrados para regular o eixo endócrino reprodutivo. Estímulos 

hipotalâmicos, como a severidade e duração da restrição alimentar, afetariam a 

resposta hipofisária e, conseqüentemente, ovariana, promovendo alterações 

importantes de ordem reprodutiva. Efeitos resultantes do comprometimento 



18 
 

 
 

nutricional são a supressão na liberação de GnRH e conseqüente diminuição na 

freqüência dos pulsos de LH (SCHILLO, 1992), reduzindo o diâmetro máximo do 

folículo dominante e a duração da onda de crescimento folicular (RHODES et al., 

1995b; WILTBANK et al., 2002). De acordo com esses achados, pode-se inferir 

que a avaliação do status nutricional e da nutrição do rebanho é, de fato, 

importante ferramenta do manejo reprodutivo (MONTIEL & AHUJA, 2005). 

Uma das mais importantes habilidades da vaca é a capacidade de utilizar 

suas reservas energéticas corpóreas em períodos de balanço energético negativo. 

Nas fêmeas, existe necessidade de adequada quantidade de reservas de energia 

(gordura corporal) para suprir o metabolismo basal, o crescimento, a lactação, a 

manutenção da saúde e, ainda, a função reprodutiva (WRIGHT et al., 1987; 

EDMONSON et al., 1989). Inúmeros trabalhos científicos mostram que as vacas 

apresentam alta demanda energética no período pós-parto. Também, sabe-se que 

vacas que parem magras (sem reservas corporais), e que perdem muito peso nos 

primeiros meses pós-parto, entram em prolongado período de anestro (CANFIELD 

& BUTLER, 1990b). Assim, durante o final da gestação, quantidades suficientes 

de energia devem ser armazenadas nos tecidos corporais, na tentativa de suprir o 

balanço energético negativo pós-parto. 

A ingestão insuficiente de energia está correlacionada com baixo 

desempenho reprodutivo, atraso na idade à puberdade, atraso no intervalo da 

primeira ovulação e cio pós-parto e redução nas taxas de concepção e de prenhez 

em vacas de corte e de leite (SANTOS et al., 2004a). Por outro lado, vários 

estudos mostram que dietas altamente energéticas diminuem a resposta aos 

protocolos de superovulação, diminuem a produção embrionária e alteram a 

expressão de genes importantes para o desenvolvimento embrionário. O 

mecanismo pelo qual isto ocorre ainda não está claro, mas acredita-se que esteja 

relacionado com a produção de oócitos com qualidade comprometida (DUNNE et 

al., 2000; YAAKUB et al., 1999b). 

O estado nutricional das fêmeas no período pré e pós-parto é um dos 

principais fatores determinantes para o prolongamento do anestro pós-parto 

(ECHTERNKAMP et al., 1982; LALMAN et al., 1997) e muitas vezes limitante para 
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a adequada resposta aos tratamentos de indução de cio (BARUSELLI et al., 

2004). Em vacas leiteiras de alta produção, o principal fator determinante para o 

prolongamento do anestro pós-parto é o balanço energético negativo (BEN), 

devido à excessiva perda de peso após o parto (BUTLER, 2000; 2003).  

 
2.3.3 ENDOCRINOLOGIA E ANESTRO PÓS-PARTO 

Dentre os fatores envolvidos na duração do período de anestro em bovinos, 

destacam-se o estado nutricional pré e pós-parto, a ocorrência de balanço 

energético negativo (BEM), o estímulo da mamada e a alta produção de vacas 

leiteiras. Estes fatores influênciam o funcionamento do eixo hipotalâmico-

hipofisiário, pois atuam na regulação da liberação de GnRH e gonadotrofinas 

hipofisiárias (WILLIAMS et al., 1996). Os vários mecanismos que atuam na 

regulação do anestro pós-parto podem atuar isoladamente ou de forma conjunta, 

podendo haver interação entre mecanismos hormonais, sensoriais, nutricionais e 

comportamentais na regulação da reprodução no período puerperal (WILLIAMS et 

al., 1996). 

Anestro é o estado de aclicidade ovariana, refletido pela completa 

inatividade sexual expontânea sem manifestação de estro e está associado à 

presença de ovários estáticos e lisos, pois, apesar do desenvolvimento folicular 

ocorrer, nenhum dos folículos que inicia o crescimento chega a maturar e, 

conseqüentemente, ovular (MORO et al., 1994). O anestro pós-parto é o período 

que vai do parto até a manifestação do primeiro cio fértil (YAVAS & WALTON, 

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

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

WALTON, 2000), o estímulo da mamada (LAMB et al., 1997), a produção leiteira 

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

parto (FERNANDEZ et al., 1996; YAVAS & WALTON, 2000). Outros fatores como 

a presença do bezerro, idade da vaca e distocias, também influênciam a duração 

do anestro pós-parto (OYEDIPE et al., 1988; GALINA & ARTHUR, 1990; GALINA 

et al., 1982, 1994, 1995, 1996). Esses fatores, atuando negativamente, 
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interrompem o mecanismo endócrino que controla a manifestação de estro e 

subseqüente ovulação (SHORT et al., 1990; YAVAS & WALTON, 2000). 

No terço final da gestação as concentrações de gonadotrofinas são muito 

baixas devido ao efeito da retroalimentação negativa da progesterona e do 

estrogênio sobre o eixo hipotalâmico-hipofisário. No entanto, após o parto, as 

concentrações de FSH aumentam drasticamente dentro de 5 dias (RHODES et al. 

2003), levando ao surgimento da primeira onda folicular (revisto por WILTBANK et 

al., 2002). Assim, um folículo dominante começa a crescer em torno de 10 a 14 

dias pós-parto (SAVIO et al., 1988; MURPHY et al., 1990). Este primeiro folículo 

dominante pode tornar-se totalmente maduro e ovular, ou tornar-se atrésico e ser 

substituído por um ou mais folículos dominantes subseqüentes ou, ainda continuar 

a crescer e tornar-se cístico (WILTBANK et al., 2002). 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 restabelecido (YAVAS & WALTON, 2000). 

Yavas e Walton (2000) sugerem que dentro de 15 a 30 dias pós-parto os estoques 

de LH estão restabelecidos, e que o estado nutricional e a amamentação podem 

ser os fatores mais importantes na inibição da ovulação pós-parto.  

O intervalo de partos ideal, para que se obtenha o máximo da eficiência 

reprodutiva de uma fêmea bovina é de 12 meses, no entanto, vacas de corte com 

cria ao pé, especialmente primíparas (YAVAS & WALTON, 2000), e vacas leiteiras 

com baixa condição corporal no pós-parto (BUTLER, 2003) são as categorias que 

apresentam maior incidência de anestro pós-parto prolongado.  

O número de parições tem influência na duração do período de anestro, 

sendo que com o decorrer das parições durante a vida útil da vaca, a duração do 

anestro tende a diminuir (BELLOWS et al., 1982). O intervalo pós-parto 

geralmente é mais longo em vacas primíparas do que em multíparas (YAVAS & 

WALTON, 2000), devido ao balanço energético negativo (BEN) ser mais 

pronunciado em primíparas (BELLOWS et al., 1982). Isto se deve às vacas mais 

jovens ainda apresentarem-se em fase de crescimento após o parto. 
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Vacas com alta produção de leite são mais suscetíveis ao desenvolvimento 

do anestro prolongado (BARTLETT et al., 1987). A seleção de vacas para alta 

produção leiteira tem sido acompanhada por um decréscimo na eficiência 

reprodutiva (BAGNATO et al., 1994) e nas concentrações sanguíneas de insulina 

no pós-parto recente (BONCZEK et al., 1988; SNIJDERS et al., 1998). Este 

mediador metabólico tem um efeito estimulador na esteroidogênese ovariana 

(PORETSKY et al., 1999) e falhas na ovulação da primeira onda folicular estão 

associadas a baixos níveis de insulina (BEAM & BUTLER, 1997). Outro aspecto 

relevante em vacas de alta produção leiteira, diz respeito a disfunções ovarianas, 

tais como o prolongamento da fase luteal, que também podem prolongar o anestro 

pós-parto (SHRESTHA et al., 2004). 

O tempo necessário para que ocorra a involução uterina pós-parto tem 

relação com a duração do período de anestro, sendo influênciada principalmente 

pela condição puerperal (EL et al., 1995). Fêmeas sem complicações puerperais 

têm um período de inatividade ovariana pós-parto menor do que aquelas com 

anormalidades puerperais, como distocia, retenção de placenta, infecção uterina, 

cetose e hipocalcemia puerperal (EL et al., 1995).  

Estudos indicam que a exposição de fêmeas à presença de touros após o 

parto diminui a duração do período de anestro, por estimular o reinício da 

atividade ovariana (FERNANDEZ et al., 1996; LANDAETA-HERNÁNDEZ et al., 

2004). O “efeito touro” atua aumentando a sensibilidade do hipotálamo ao 

feedback positivo do estrogênio induzindo a liberação de LH da hipófise. Porém, o 

mecanismo que leva a este aumento, ainda não está bem esclarecido, sendo em 

parte devido à liberação de ferormônios (REKWOT et al., 2000). Outra 

possibilidade é que o estímulo do touro atue diretamente sobre os ovários, 

aumentando o número de receptores foliculares ao LH (CUSTER et al., 1990).  

Vacas expostas ao touro constantemente logo após o parto, ou com 30 dias 

pós-parto, apresentam um menor intervalo do parto a primeira manifestação de 

cio. Já em vacas expostas intermitentemente ou isoladas da presença de touros, 

este intervalo é maior (FERNANDEZ et al., 1996).  
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Mesmo após o restabelecimento do estoque de LH na hipófise anterior, o 

vínculo entre a mãe o e o bezerro pode afetar a duração do anestro pós-parto, 

uma vez que reduz a liberação de GnRH e a secreção de LH (WILLIAMS, 1990). 

Essas alterações fisiológicas podem afetar a maturação final do folículo dominante 

e a ovulação. Além disso, durante o ato de amamentar, a estimulação dos órgãos 

do sentido maternos como o olfato, a visão, a audição e o estímulo tátil pode, 

também, induzir a ocorrência dessas alterações fisiológicas em vacas de corte no 

pós-parto (WILLIAMS et al., 1996). 

O estímulo da mamada aumenta o período de anestro e sua remoção 

restabelece a atividade ovariana pós-parto, por eliminação de seu efeito 

supressivo na liberação de gonadotrofinas hipofisárias (RUND et al., 1989; 

ZALESKY et al., 1990). Dessa forma, o intervalo do parto a primeira ovulação é 

menor em vacas em que o bezerro é desmamado ou é impedido seu contato com 

o úbere da fêmea após 13 dias do parto (LAMB et al., 1997). 

O efeito supressivo da mamada na ovulação pós-parto é mediado pelo 

estímulo tátil na área inguinal da vaca, enquanto estimulada por sua própria cria 

(STEVENSON et al., 1994; VIKER et al., 1993), ou mesmo, uma outra cria após 

estabelecimento de uma nova relação materna (LAMB et al., 1997). Esta inibição 

na liberação pulsátil de LH é modulada por estrogênios ovarianos, ou seja, a 

mamada aumenta a sensibilidade do hipotálamo para o feedback negativo do 

estrogênio, resultando na supressão dos pulsos de LH (ACOSTA et al., 1983; 

RUND et al., 1989; SCHALLENBERGER & PETERSON, 1982; ZALESKY et al., 

1990). Entre os dias 10 e 30 pós-parto, ocorre aumento na produção e liberação 

de LH na hipófise (MOSS et al., 1985). Portanto, a mamada do bezerro tem 

influência na secreção de LH, sendo que vacas amamentando têm menor 

secreção deste hormônio, quando comparadas com vacas que não estão 

amamentando (CARRUTHERS et al., 1980; RANDEL et al., 1989). 

O mecanismo envolvido na supressão da liberação de LH em função da 

presença do bezerro se dá através da ação dos opióides endógenos durante o 

período de anestro pós-parto (MYERS et al., 1989; WHISNANT et al.,1986), sendo 

que a remoção do terneiro resulta na interrupção da inibição do opióide na 
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secreção de LH. A concentração de β-endorfina (opióide) no hipotálamo é 

negativamente correlacionada com a concentração de GnRH (MALVEN et al., 

1986). Além disso, a concentração de RNAm para pró-opiomelanocortina 

(precursor da β-endorfina) no hipotálamo é maior em vacas amamentando, do que 

em vacas não amamentando, e a sua concentração é negativamente 

correlacionada com a concentração de LH (BYERLEY et al., 1993). Sendo assim, 

os opióides têm influência no retorno à atividade ovariana pós-parto, inibindo a 

produção de GnRH no hipotálamo, e indiretamente, suprimindo a liberação de LH 

pela hipófise. A restrição da mamada em duas vezes ao dia não é suficiente para 

diminuir a duração do anestro, suprimindo a atividade ovariana tanto quanto a 

mamada permanente. 

O BEN durante as primeiras 3-4 semanas após o parto é altamente 

correlacionado com o intervalo para a ocorrência da primeira ovulação (BUTLER, 

2003). Existem várias evidências de que os hormônios metabólicos, como o 

hormônio do crescimento (GH), insulina, o fator de crescimento semelhante à 

insulina (IGF-I) (ROBERTS et al., 1997) e a leptina (SPICER et al., 1997; BARB, 

1999; DELAVAUD et al., 2002; SPICER et al., 2002a) são importantes mediadores 

dos efeitos do balanço energético no desenvolvimento folicular ovariano de 

bovinos. Os hormônios IGF-I e insulina têm importante função no crescimento 

folicular, estimulando a mitogênese e esteroidogênese das células tecais, 

mediante indução do LH (SPICER et al., 1995). Ainda, com relação a esses 

fatores, e colaboradores (2002b), observaram que existe relação entre os níveis 

de IGF-I e a condição corporal de vacas de corte, mas não encontrou relação 

entre esta e o tempo para aparecimento do primeiro folículo dominante no pós-

parto. 

Quando a taxa de aumento da produção de leite excede a quantidade de 

nutrientes ingerida devido ao consumo subótimo de matéria seca (MS), ocorre 

deficiência na ingestão de energia líquida (EL) em relação a sua utilização para 

mantença e produção de leite, que resulta no BEN. O BEN está relacionado (r 

=0,80) com a produção de leite, e freqüentemente, é máximo durante as duas ou 

três primeiras semanas de lactação, acarretando em mobilização de reservas e 
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perdas do peso corporal que podem persistir por 10 a 12 semanas de lactação 

(BUTLER & SMITH, 1989). 

Butler e colaboradores (1981b), verificaram que o ponto mínimo da curva 

do BEN ocorreu aos 15 dias do pós-parto enquanto a primeira ovulação foi 

observada, em média, no 29o dia pós-parto. A média, de 14 dias, entre o ponto 

mínimo da curva do BEN e a primeira ovulação do pós-parto também foi verificada 

por Canfield e colaboradores (1990b). Já Senatore e colaboradores (1996), 

trabalhando com primíparas, observaram que o intervalo do parto à primeira 

ovulação no pós-parto foi, em média, 30 dias, correspondendo à 12 dias após o 

ponto mínimo da curva do BEN. Em ambos os estudos, a primeira ovulação do 

pós-parto ocorreu quando as vacas apresentavam-se em BEN , mas sempre após 

o ponto mínimo de sua curva, quando os animais já estavam em recuperação, 

tendendo ao balanço energético de equilíbrio. Quando o balanço energético tende 

ao equilíbrio, com o aumento do consumo de matéria seca, ocorre o primeiro sinal 

metabólico que resulta num aumento dos pulsos de hormônio luteinizante (LH) e 

também no aumento da disponibilidade de insulina, habilitando os folículos 

ovarianos a responderem aos estímulos gonadotrópicos. Spicer e colaboradores 

(1993), concluíram que a insulina é um dos principais hormônio metabólico 

estimulador do desenvolvimento das células foliculares e também que o fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF-I), cujas concentrações foram reduzidas 

em vacas submetidas à restrição de energia na dieta (BURNES et al., 1997), 

regula a proliferação e a diferenciação das células da granulosa de folículos em 

desenvolvimento. Butler (2000), verificou que os efeitos do BEN resultaram no 

atraso da primeira ovulação do pós-parto por meio da inibição da freqüência 

pulsátil do LH e também redução dos níveis de glicose, insulina e IGF-I, que 

coletivamente controlam a produção de estrógeno pelos folículos dominantes. 

Além disso, foram observadas menores concentrações séricas de progesterona 

durante o período de BEN evidenciando uma redução da fertilidade. 

Roche e colaboradores (2000), observaram que o BEN, em vacas leiteiras 

de alta produção, reduz a freqüência dos pulsos de LH, a taxa de crescimento dos 

folículos, o diâmetro do folículo dominante, as concentrações de glicose e insulina 
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e ainda, aumentou a concentração de somatotropina (GH) e de outros metabólicos 

sangüíneos. Tais efeitos ocasionaram aumento das perdas de peso corporal, 

redução do ECC e elevação do percentual de vacas em anestro.  

A leptina é um hormônio protéico primariamente secretado pelo adipócito e 

tem sido reportado como um dos sinais que regulam várias funções fisiológicas, 

entre elas a homeostase energética e reprodutiva (FRUHBECK, 2001). As 

concentrações circulantes de leptina são elevadas durante a gestação, diminuem 

antes do parto e são restauradas gradualmente ao normal em torno da época da 

primeira ovulação (WATHES, 2007). A leptina pode modular o eixo central 

reprodutivo no cérebro e a resposta as concentrações dos hormônios ovarianos 

(CUNNINGHAM et al., 1999) e também é responsiva a eliminação do déficit da 

energia no inicio da lactação (BLOCK et al., 2001). Suas concentrações são 

relacionadas com as concentrações de glicose, AGNE, insulina, GH e da entrada 

de alimento (BLOCK et al., 2001). 

A suplementação de energia no período pós-parto leva a um retorno mais 

precoce a ciclicidade (BELLOWS & SHORT, 1978; HOLNESS et al., 1978; 

ROBERTS et al., 1997; STAGG et al., 1995). Embora não haja diferença no 

período para a detecção da emergência da primeira onda folicular pós-parto entre 

vacas com altos e baixos níveis de energia na dieta, vacas recebendo baixos 

níveis de energia possuem maior número de ondas foliculares antes da primeira 

ovulação. Isto se deve provavelmente às concentrações insuficientes de LH para 

estimular a maturação final do folículo pré-ovulatório (STAGG et al., 1995). 

 

2.4 ESCORE DA CONDIÇÃO CORPORAL (ECC) 
Dentre os fatores que exercem influência na reprodução, a nutrição tem um 

papel importante por afetar diretamente aspectos da fisiologia e desempenho 

reprodutivo na fêmea bovina. Na literatura, vários estudos associaram a nutrição à 

redução da fertilidade, principalmente em vacas leiteiras e identificaram como 

causas determinantes o balanço energético negativo (BEN), evidenciado pela 

diminuição do escore da condição corporal no pós-parto (MOREIRA et al., 2000; 

LOPEZ-GATIUS et al., 2002), e pela própia condição corporal ao parto 
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(FERREIRA & TORRES 1993; FERREIRA et al., 2005b). No início da lactação, a 

habilidade da vaca em mobilizar reservas corporais contribui para o seu potencial 

de produção de leite. Todavia, a mobilização de reservas associada ao consumo 

subótimo de matéria seca acarreta perdas de peso corporal, as quais refletem 

diretamente na fertilidade do período pós-parto. O conhecimento da taxa de perda 

de peso que o animal é capaz de suportar, sem prejudicar a atividade ovariana 

pós-parto, é importante para a estruturação do manejo nutricional nos períodos 

pré e pós-parto. As reservas corporais adquiridas no período pré-parto, com 

melhor eficiência e alimentos de menor custo, poderão ser mobilizadas e utilizadas 

para a produção de leite no início da lactação. Para Randel (1990), peso e 

condição corporal ao parto são indicadores funcionais da subsequente função 

reprodutiva, uma vez que, nutrição protéica e/ou energética inadequada no pré ou 

no pós-parto reduz a taxa de concepção ao primeiro serviço, ocasionando 

aumento do período de serviço e, consequentemente, prolongamento do intervalo 

de partos (IP). 

O ECC é uma estimativa subjetiva das reservas energéticas metabolizáveis 

do tecido adiposo. Baseia-se na avaliação da aparência exterior do animal com 

relação às suas reservas de gordura corporal, as quais são diretamente 

influênciadas pelo seu balanço energético. Para vacas de corte, é comumente 

utilizada uma escala de nove pontos (WAGNER et al., 1988). No entanto, as 

escalas de cinco pontos (MARLOWE et al., 1962) e de cinco a 15 pontos 

(SPELBRING et al., 1977) também têm sido descritas. 

O ECC é fundamentado na observação visual e na palpação de áreas 

específicas, com propósito de avaliar, subjetivamente, depósitos subcutâneos de 

tecido adiposo e massa muscular (SANTOS & AMSTALDEN, 1998), podendo 

ocorrer diferença entre raças em função da conformação anatômica dos animais. 

A escala de escore de condição corporal de 1 a 5, desenvolvida por WILDMAN et 

al. (1982), é utilizada com maior freqüência nos rebanhos leiteiros, enquanto nos 

de corte, as vacas são pontuadas em escala de 1 a 9 (RICHARD et al., 1986). Nas 

raças de corte de origem européia, a mudança de uma unidade da condição 
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corporal na escala de 1 a 9, corresponde a 30 a 40 kg de mudança no peso 

corporal (SANTOS & AMSTALDEN, 1998).  

Diversos autores recomendam o acompanhamento do ECC, uma vez que 

ele se mostra como um reflexo da condição nutricional (SHORT et al., 1990; 

ARREGUIN et al., 1997) em vacas de corte (RAE et al., 1996) e leite (WILDMAN 

et al., 1982; EDMONSON et al., 1989). Em vacas de leite, esta técnica tem sido 

recomendada como método para elucidar a evolução do manejo nutricional 

(GILLUND et al., 2001). 

O ECC é determinado por avaliações visuais e ou táteis de locais definidos 

do corpo, sendo que elas podem variar tanto nos pontos a serem examinados, 

como no número de locais a serem observados e avaliados (WILDMAN et al., 

1982; WAGNER et al., 1988; EDMONSON et al., 1989; HOUGHTON et al., 1990; 

FERGUSON; GALLIGAN; THOMSEN, 1994; LASSEN et al., 2003; ROCHE et al., 

2004). A subjetividade, repetibilidade e validade do ECC foram investigadas em 

vários estudos, validando o uso desta ferramenta no manejo reprodutivo e 

nutricional do indivíduo e do rebanho (EDMONSON et al., 1989; FERGUSON et 

al., 1994; DOMECQ et al., 1995). 

Domecq e colaboradores (1995), validaram o ECC com medições de 

gordura subcutânea com o uso da ultrassonografia, abordando a região lombar, a 

garupa e a inserção da calda. Os níveis de ECC foram significativamente 

associados às medições ultrassonográficas, e os coeficientes de determinação 

para os modelos variaram de 0,36 a 0,65, dependendo do local de mensuração. 

Os autores concluíram que o ECC é tão válido quanto às mensurações por 

ultrassonografia para quantificar a quantidade de gordura subcutânea (EGS), em 

vacas leiteiras. 

Em vacas Nelore, Ayres e colaboradores (2007), avaliaram o uso do ECC 

(escala de 1 a 5) e do escore da gordura subcutânea (EGS), como preditores de 

presença de corpo lúteo (CL) no pós-parto precoce (41,9  7,1 dias). Os autores 

verificaram que tanto os animais com boa condição corporal (ECC > 3,0), quanto 

aos com boa quantidade de reserva de energia armazenada na forma de gordura 

(EGS > 0,6mm), apresentam maior ciclicidade confirmada pela presença de corpo 
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lúteo, confirmando a importância da reserva de energia (na forma de gordura) na 

fertilidade de vacas no período pós-parto. Além disso, em estudo posterior, Ayres 

(2008), verificou que o ECC apresenta forte relação (R2 = 0,84) e, ainda, uma 

altíssima correlação (r=0,90; P<0,0001) com o EGS. Assim, a aferição do ECC 

pode ser utilizada como uma ótima ferramenta para se estimar a espessura de 

gordura subcutânea em vacas Nelore, com alta precisão e facilidade, uma vez que 

não demanda equipamentos específicos ou contenção do animal. 

É importante ressaltar que a condição corporal pós-parto é reflexo do 

estado nutricional pré-parto, sendo que a função reprodutiva é mais afetada pelos 

níveis de energia antes do parto do que depois deste (PERRY et al., 1991). 

Porém, vacas que sofreram restrição energética no pré-parto, mas que no 

momento do parto apresentaram ECC moderado (5 a 6, numa escala de 1 a 9), 

não tiveram sua performance reprodutiva pós-parto afetada (MORRISON et al., 

1999). Além disso, uma dieta rica em energia no pós-parto diminui, mas não 

elimina totalmente o efeito negativo de uma dieta pré-parto deficiente (PERRY et 

al., 1991).  

Em vacas de leite, podemos verificar a existência de uma condição corporal 

ideal para cada fase da lactação e esta é uma ferramenta que otimiza a produção 

de leite, minimiza os problemas reprodutivos e maximiza retorno econômico 

(GEARHART et al., 1990). Por outro lado, o baixo ECC ao parto também reduz 

taxas de prenhez ao primeiro serviço (ECC < 2.5) e aumenta os dias em aberto 

(BCS ≤ 3,5; LOPEZ-GATIUS et al., 2003). Uma maior perda da condição corporal 

no início da lactação também está relacionada com pior capacidade reprodutiva 

(PRYCE et al., 2001).  

Em gado de corte, estudos demonstraram que a nutrição pré-parto refletida 

pelo ECC ao parto é o maior determinante da duração do anestro pós-parto 

(DUNN & KALTENBACH, 1980; DZIUK & BELLOWS, 1983; RICHARDS et al., 

1986; SELK et al., 1988). Prova disso é a existência de uma correlação negativa 

entre ECC ao parto e duração do anestro pós-parto (RICHARDS et al., 1986; 

WRIGHT et al., 1987, 1992). Além disso, quando primíparas de corte já estão em 

BEN pré-parto, a variação do ECC no parto é o mais importante fator 
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determinando a duração do período de anestro (LALMAN et al., 1997). Em 

experimento realizado por Lalman e colaboradores (1997), vacas primíparas foram 

submetidas a dietas com restrição de nutrientes no pré-parto, parindo com ECC 

médio de 4 (escala de 1 a 9). Como conseqüência, apresentaram um período de 

anestro pós-parto de 121±6 dias, concordando com resultados de outros estudos 

prévios (DEJARNETTE et al., 2001; RICHARDS et al., 1986; SPITZER et al., 

1995), que indicam que vacas parindo em baixas condições corporais têm o 

período parto a primeira ovulação prolongado. 

Gearhart e colaboradores (1990), verificaram que vacas 

supercondicionadas (ECC  4 em escala de 1 a 5), apresentaram maior incidência 

de cistos ovarianos e metrites no pós-parto. Estes autores também observaram 

que o supercondicionamento (Síndrome da Vaca Gorda) foi associado a um 

complexo de problemas digestivos, metabólicos e sistêmicos ao parto e durante a 

lactação. Fergusson (1991), verificou que as taxas de concepção de vacas que 

perderam 1,0 de ECC foram significativamente menores que vacas que 

mantiveram ou ganharam ECC. Ruegg & Milton (1995), verificaram que a duração 

e a intensidade da perda de condição corporal no pós-parto dependeram 

primariamente do ECC ao parto e foram mais acentuadas em vacas com escores 

elevados. 

A atividade ovariana pós-parto nas vacas leiteiras é diretamente 

dependente da disponibilidade dos nutrientes em relação a sua utilização para 

mantença e lactação. O retorno dos ciclos estrais ovarianos ocorre durante as 

primeiras semanas de lactação com a primeira ovulação, em média, 15 a 42 dias 

do pós-parto (BUTLER & SMITH, 1989) podendo este intervalo ser prolongado em 

vacas de alta produção e ou em animais com dietas desbalanceadas. 

Wiltbank e colaboradores (1962), verificaram que a perda de 10% a 15% 

de peso corporal no pós-parto, não influenciou o reinício da atividade ovariana em 

animais com boa condição corporal ao parto. Villa-Godoy e colaboradores (1988), 

relataram que vacas de boa condição corporal ao parto atrasam o reinício da 

atividade ovariana quando a perda de peso nos dois primeiros meses de lactação 

é superior a 15%. Ruas e colaboradores (2000), verificaram que a condição 
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corporal ao parto tem maior influência na duração do anestro pós-parto do que a 

alimentação no pós-parto. 

Ferreira & Torres (1993), observaram que a percentagem de perda de 

peso para cessar a atividade ovariana luteal cíclica não depende do peso vivo 

inicial e sim do ECC. Neste trabalho, a alta correlação entre percentagem de 

perda de peso e escore final (r = 0,95) mostrou que para animais de condição 

corporal inferior, uma menor percentagem de perda de peso é capaz de cessar a 

atividade ovariana. 

 
2.4.1 ESCORE DA CONDIÇÃO CORPORAL E QUALIDADE DE OÓCITOS 

Os testes utilizando escores de condição corporal dos animais (ECC) e 

concentrações sanguíneas de colesterol e triglicérides anteriores à aspiração do 

oócito, podem ser indicadores de lipídios intracelulares em oócitos e embriões. 

Recentemente, Ballard e colaboradores (2008), demonstraram que a retirada de 

sangue de doadoras Bos indicus em grupos com ECC elevado mostraram que 

concentrações circulantes elevados de triglicérides e colesterol, estão 

correlacionados com o elevado teor de lipídios de oócitos (BALLARD et al., 2008).  

Tem sido demonstrado que concentrações circulantes de colesterol e 

triglicérides são indicadores, que podem ser associados a coloração de embriões 

bovinos (LEROY et al., 2004). Tem sido relatado que bovinos com alto colesterol e 

baixos triglicérides circulantes, produzem embriões significativamente mais 

escuros comparados com doadoras que tiveram baixas concentrações circulantes 

de colesterol e embriões com densidade lipídica menor (LEROY et al., 2005). 

Estas observações, no entanto, são altamente subjetivas entre os observadores. 

Doadoras com elevadas concentrações circulantes de colesterol no momento da 

aspiração folicular e produção dos embriões, têm baixas taxas de prenhez após a 

transferência de mórulas em vacas sincronizadas (HILL et al., 1988). 

 

2.4.2 DIETA E QUALIDADE DE OÓCITOS 
A ingestão de nutrientes age em vários níveis dentro do eixo hipotálamo-

hipófise-gônada e afeta fatores de crescimento de origem sistêmica ou local que 
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controlam direta ou indiretamente a função ovariana e a produção embrionária. O 

ciclo estral é controlado basicamente pelo GnRH, que é excretado no sistema 

porta hipofisário de forma pulsátil, e regulados por feedback do estradiol e 

progesterona (CLARKE & POMPOLO, 2005). A nutrição também influência o 

desenvolvimento folicular (WEBB et al., 2004), com mudanças de curto prazo no 

plano de nutrição afetando o recrutamento de pequenos folículos antrais (1 a 4 

mm), sem afetar as concentrações circulantes de FSH (GUTIERREZ et al., 1997; 

GONG et al., 2002a), resultando em número maior de ovulações após desafio 

superovulatório com gonadotropina (GONG etal., 2002b). O aumento da energia 

alimentar diminui as concentrações de estado constante de mRNA que codificam 

IGFBP-2 e IFGBP-4 em pequenos folículos antrais, que, por sua vez, aumentam a 

disponibilidade de IGF-II produzida localmente e IGF-I sistemicamente derivada 

nesses folículos (ARMSTRONG et al., 2003; WEBB et al., 2004).  

Em espécies mono ovulatórias, como as vacas de alta produção leiteira, o 

status metabólico dos animais, por exemplo, balanço energético negativo no pós- 

parto, afeta uma variedade de hormônios circulantes e de fatores de crescimento 

como GH, IGF-I, insulina, leptina, cortisol e tiroxina (WEBB et al., 2004). Existe um 

aumento nas evidências que associam a diminuição da fertilidade das vacas de 

leite ao balanço energético negativo pós- parto e a reduzidas concentrações de 

IGF-I e de insulina (BEAM & BUTLER, 1999; BUTLER, 2000). O início da primeria 

ovulação pós parto é atrasado em vacas de leite selecionadas por alto mérito 

genético em relação ao rendimento na produção de leite e isto tem também 

mostrado estar associado com uma menor concentração de insulina (BUTLER, 

2000). 

 A energia é o fator que mais interfer na reprodução de fêmeas bovinas. A 

ingestão insuficiente de energia está correlacionada com baixo desempenho 

reprodutivo, atraso na idade à puberdade, atraso no intervalo da primeira ovulação 

e cio pós-parto e redução nas taxas de concepção e de prenhez em vacas de 

corte e de leite (SANTOS, 2005). Por outro lado, em vários estudos é 

demonstrado que dietas altamente energéticas diminuem a resposta aos 

protocolos de superovulação, diminuem a produção embrionária e alteram a 
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expressão de genes importantes para o desenvolvimento embrionário. O 

mecanismo pelo qual isto ocorre ainda não está claro, mas acredita-se que esteja 

relacionado com a produção de ovócitos com qualidade comprometida (DUNNE et 

al., 1999; YAAKUB et al., 1999b). 

Em vacas leiteiras, a correlação entre produção de leite e ingestão de 

matéria seca (MS) é alta e positiva, 0,88 (HARRISON et al., 1990). Dentre os 

mecanismos responsáveis pelo efeito da alimentação sobre a função ovariana e 

qualidade embrionária dos bovinos, o elevado consumo de energia ou ingestão de 

MS se destaca. O aumento da ingestão de MS causa aumento do fluxo sangüíneo 

para o fígado (SANGSRITAVONG et al., 2002) onde há grande metabolização dos 

hormônios esteróides, progesterona (P4) e estradiol (E2) (SANGSRITAVONG et 

al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003). Conseqüentemente, quanto maior a 

ingestão de MS, menores concentrações sangüíneas circulantes desses 

hormônios são observadas. De fato, Nolan e colaboradores (1998) e Santos 

(2005) observaram maior concentração sérica de P4 em novilhas ou vacas com 

alimentação restrita comparadas às com maior ingestão. Da mesma forma, 

Martins e colaboradores (2007), observaram maiores concentrações séricas de E2 

em vacas Zebuínas não lactantes submetidas à restrição alimentar quando 

comparadas àquelas que receberam alta ingestão. Alterações nas concentrações 

sangüíneas de P4 e E2 podem afetar padrões de desenvolvimento folicular 

(SIROIS & FORTUNE, 1988; KNOPF et al., 1989) e a viabilidade de ovócitos e 

embriões (KING et al., 1994; MANN et al., 1998). Baixas concentrações séricas de 

P4 permitem aumento na freqüência de pulsos de LH (ROBERSON et al., 1989; 

ADAMS et al., 1992), podendo causar maturação prematura dos ovócitos (REVAH 

& BUTLER, 1996), queda na qualidade ovocitária no momento da ovulação e 

conseqüente qualidade embrionária inferior após a fecundação (AHMAD et al., 

1995). 

A resposta superovulatória de uma doadora de embriões sofre grande 

influência do estado ovariano, o qual é influênciado por diversos fatores, dentre 

eles a nutrição (BASTOS et al., 2007a). Vale ressaltar que o tipo e/ou quantidade 

da dieta fornecida aos animais antes de iniciar os programas de superestimulação 
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tem forte influência sobre a resposta superovulatória e qualidade embrionária 

(YAAKUB et al., 1999a). Independente do efeito da quantidade da dieta ingerida 

sobre a resposta superovulatória parece ser consenso que o excesso nutricional 

tem efeito deletério na qualidade dos embriões produzidos (NOLAN et al., 1998; 

YAAKUB et al., 1999b; LOZANO et al., 2003). Bastos e colaboradores (2007b), 

não encontraram diferença no número de folículos recrutados e ovulados entre 

vacas de corte mestiças com elevado ECC alimentadas com dieta de manutenção 

em relação às com alta ingestão alimentar, iniciada sete dias antes do início do 

protocolo de superovulação. Entretanto, neste estudo foi detectado um maior 

número de estruturas totais e embriões viáveis coletados nos animais do grupo de 

manutenção. Trabalhando com novilhas de corte taurinas, Nolan e colaboradores 

(1998), detectaram número maior de folículos superestimulados, após aplicação 

de FSH, nos animais com baixa ingestão alimentar em relação aos de alta 

ingestão. Apesar disso, não observaram diferença entre os grupos no número de 

corpos lúteos e de embriões coletados ou transferíveis. Neste mesmo estudo, foi 

encontrado que após 24 horas de cultivo in vitro, uma maior proporção de 

embriões atingiu o estádio de blastocisto. Além disso, o número de células 

presentes nestes blastocistos foi superior nas novilhas que estavam sob restrição 

alimentar. Similarmente, Mollo e colaboradores (2007), observaram que novilhas 

da raça Nelore confinadas e submetidas à restrição alimentar apresentaram 

respostas superestimulatórias maiores do que novilhas submetidas à alta ingestão 

alimentar (ad libitum). Além disso, o número de embriões coletados também foi 

superior no grupo de baixa ingestão. Segundo Siddiqui e colaboradores (2002), 

um nível nutricional que limite o ECC em 2,5 a 3,0 (escala de 1 a 5) em vacas 

Zebus antes de um tratamento de superovulação, seria melhor do que um alto 

nível nutricional. Em concordância, Adamiak e colaboradores (2005), acreditam 

que o efeito do nível nutricional sobre as qualidades ovocitária e embrionária é 

dependente do ECC inicial da fêmea bovina. Entretanto, Bastos e colaboradores 

(2007a), não encontraram diferença na resposta superovulatória, produção e 

qualidade embrionária em novilhas da raça Nelore com ECC alto ou baixo, 

submetidas ou não, ao flushing nutricional por 14 dias, antes da superovulação. 
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Dietas altamente energéticas elevam a produção de glicose nos animais 

podendo alterar a sobrevivência embrionária. Altas concentrações de glicose no 

meio de cultivo comprometem o desenvolvimento embrionário in vitro 

(TAKAHASHI & FIRST, 1992). Além da glicose, outros metabólitos e fatores de 

crescimento, tais como IGF-I e insulina, podem estar envolvidos no processo 

(ARMSTRONG et al., 2001; WEBB et al., 2004). De fato, a maioria dos trabalhos 

nos quais foram avaliados os efeitos da ingestão alimentar alta na produção in 

vitro de embriões foi detectado efeito negativo na viabilidade de ovócitos e/ou 

embriões. 

Freret e colaboradores (2006), por sua vez, não observaram efeitos 

prejudiciais do alto ganho de peso em novilhas holandesas, na produção de 

embriões in vitro comparado a novilhas com baixo ganho de peso. Deve-se 

destacar entretanto, que neste estudo ambos os grupos estavam com balanço 

energético positivo. Ainda, no estudo de Adamiak e colaboradores (2005), foi 

sugerido que o flushing nutricional associado ao ECC elevado nos animais possa 

exercer efeito deletério sobre a maturação ovocitária e produção de embriões, 

possivelmente devido à hiperinsulinemia observada nesse grupo de novilhas. 

Martins e colaboradores (2006), avaliaram a influência da alta ou baixa 

ingestão alimentar na produção in vitro de embriões em vacas azebuadas. Os 

autores observaram um maior número de folículos >3 mm de diâmetro, presentes 

nos ovários das vacas com alta ingestão no momento das aspirações foliculares, 

mas o número de ovócitos aspirados e embriões produzidos in vitro, não diferiu 

entre os grupos. 

 

2.5 SENESCÊNCIA  
A proliferação celular em um animal superior não é governada apenas pelo 

ambiente celular, mas também depende, a longo prazo da história da célula. Está 

relacionada com a diferenciação celular em cada estágio de desenvolvimento, 

obedecendo a regras e as pequenas diferenças no controle interno de sua 

maquinaria celular. Os fibroblastos retirados de um feto normal humano sofrem 

cerca de 50 duplicações quando cultivados em um meio de cultivo padrão, e no 
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final deste período, a proliferação diminui e finalmente pára. Células semelhantes 

retiradas de um indivíduo de 40 anos de idade param de se dividir após 40 

duplicações, aproximadamente, enquanto que células de uma pessoa de 80 anos 

cessam após 30 duplicações. Este fenômeno é denominado senescência celular 

devido a sua relação com a idade do organismo e pelo fato de ser observado in 

vitro. Hayflick (1998), postulou que todo tipo de célula normal tem um potencial 

intrínseco limitado de proliferação. Quanto ao aspecto morfológico, os fibroblastos 

senescentes em cultura, são maiores, achatados o que é acompanhado pela 

deficiência das células em replicar seu DNA em resposta aos estímulos de 

crescimento normais. Investigações recentes, comparando a expressão de genes, 

em células jovens e senescentes, mostram que a expressão de alguns genes, tais 

como os das histonas, é superior em células mais velhas. 

A senescência in vitro esta diretamente relacionada com o envelhecimento 

in vivo, pois foi comprovada uma relação inversa entre idade do doador e o 

potencial proliferativo do fibroblasto. Embora a senescência ocorra de uma 

maneira previsível para uma dada população de células, ela não esta 

rigorosamente programada ao nível de células individuais. Em um clone de 

fibroblastos, aparentemente idênticos e submetidos ao cultivo padrão, algumas 

células se dividem muitas vezes, enquanto outras somente algumas vezes 

(NEVES & MARQUES, 2008). A senescência envolve perdas progressivas e 

irreversíveis das funções celulares, o que aumenta a probabilidade de morte 

(BETTS & KING, 2001). Estas mudanças podem ser graduais (como em 

humanos), ou repentinas e dramáticas, como no salmão que morre logo após a 

desova (NEVES & MARQUES, 2008).  

Analisando-se essas teorias comparativamente e o organismo como um 

complexo de sistemas integrados, pode-se dizer que todos os sistemas orgânicos 

envelhecem, diferindo apenas nas taxas e no tempo em que a senescência 

ocorre. O envelhecimento pode ser interpretado como um processo que ocorre de 

forma generalizada no organismo, que se caracteriza pela somatória dos eventos 

de senescência que ocorrem em toda a sua dimensão (BETTS & KING, 2001). 

Como características básicas do processo de senescência pode-se dizer que é 
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deletério, progressivo (atuando em cadeia e compartilhado), intrínseco e universal. 

Com relação a ser intrínseco à célula, pode-se considerar que o micro ambiente 

ao qual a célula está submetida, ou com o qual está interagindo, também interfere 

significativamente no seu comportamento em termos de envelhecimento. Fica 

assim demonstrado que a senescência causa danos à célula que levam à morte 

das mesmas, sendo isto então, relacionado com a longevidade do indivíduo 

(BETTS & KING, 2001). 

 
2.5.1 SENESCÊNCIA REPRODUTIVA  

O termo senescência refere-se ao processo progressivo e irreversível de 

envelhecimento, e às disfunções relacionadas à senilidade. A senescência 

reprodutiva, tanto em machos como em fêmeas, varia individualmente e inclui 

todos os aspectos do declínio reprodutivo decorrentes da idade (ADAMS, 1984; 

WAGNER et al., 1991). De acordo com Odell (1995), durante o processo do 

envelhecimento, os órgãos e tecidos do organismo sofrem modificações 

morfológicas e funcionais e podem se atrofiar ou ter sua eficiência fisiológica 

diminuída. O envelhecimento reprodutivo manifesta-se de maneira distinta no 

macho e na fêmea. No macho, está ligado à perda gradual das funções 

testiculares, já na fêmea, ocorre exaustão completa das células germinativas, 

perda completa da fertilidade ou diminuição abrupta na circulação dos esteróides 

gonadais (ADAMS, 1984; PACKER et aI., 1998; BROEKMANS et al., 2007). O 

período pós reprodutivo nas fêmeas, caracterizado pelo tempo entre a última 

ovulação e a morte, é documentado em humanos, animais selvagens e de 

laboratório, e representa mais de 25% da vida total do indivíduo (ADAMS, 1984; 

PIRKE & DOERR, 1973; WAGNER et al., 1991).  

Durante a vida embrionária da fêmea, as células germinativas proliferam-

se, originando milhões de oócitos. Ao nascimento, ocorre redução drástica do 

número dos oócitos e quando a fêmea alcança a puberdade, os ovários possuem 

menos de 20% dos folículos primordiais presentes ao nascimento. A perda 

folicular é atribuída a fatores que levam à degeneração dos folículos (MEYERS et 

al., 1984; PACKER et al., 1998). Durante a vida reprodutiva, o decréscimo 
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exponencial dos oócitos ocorre devido ao processo de recrutamento e atresia 

folicular presente em cada ciclo estral (WAGNER et al., 1991; PACKER et al., 

1998; ESHERE, 2005).  

Nos animais domésticos, o declínio da fertilidade é caracterizado por 

diminuição da taxa de prenhez e do número de filhotes por parto, aparecimento de 

ciclos longos intercalados com ciclos normais, aumento da ocorrência de 

mortalidade embrionária, abortos, natimortos, perdas pós-parto decorrentes de má 

qualidade dos gametas e maior dificuldade uterina em sustentar gestações (PIRK 

& DOERR, 1973; HEMSELL et al., 1974; HAFEZ, 1995). Em estudo desenvolvido 

(KRETSER et aI. 1995), com cadelas com idades entre 9 e 17 anos, foram 

observadas patologias uterinas, como hiperplasia endometrial, atrofia e neoplasias 

uterinas e mamárias em 66% dos animais. Segundo vários autores (NICHOLS et 

al. 2005; ESHRE, 2005; BROEKMANS, 2007), a senescência reprodutiva em 

humanos também é marcada pela queda abrupta nas taxas de prenhez, atribuída 

à redução do número de oócitos disponíveis, bem como à perda de qualidade 

dessas células. O declínio na fertilidade é particularmente relevante em mulheres 

acima de 40 anos, uma vez que essas estão associadas a complicações no 

decorrer da gestação, partos prematuros, más formações congênitas e maiores 

chances de intervenção no momento do parto (ESHRE, 2005; BROEKMANS et 

al., 2007) A maior parte dos estudos sobre senescêncía reprodutiva humana é 

realizada em humanos ou em roedores, porém pesquisas com fêmeas do macaco 

rhesus (Macaca mulatta), mostram que esta espécie pode ser utilizada como 

modelo experimental para humanos, por apresentar depleção folicular semelhante 

à observada na mulher. As concentrações circulantes de hormônio anti-mülleriano 

podem ser um  indicador mais preciso da idade reprodutiva e da reserva de 

folículos ovarianos primordiais, em animais assim como em humanos 

(KEVENAAR et al, 2006; LA MARCA & VOLPE, 2006). Um declínio na contagem 

de folículos antrais (SCHEFFER et al, 1999), uma resposta ovariana 

superovulatório reduzida, e menor recuperação de ovulos e consequente 

produção embrionária, tem sido observada em mulheres mais velhas (KIM, 1995; 

DEW et al, 1998). Da mesma forma, as vacas mais velhas tendem a ter menos 
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folículos ≥ 9 milímetros, após superestimulação ovariana (MALHI et al., 2006). 

Além disso, Malhi (2005), verificou que mudanças no perfil hormonal e tamanho 

folicular de fêmeas bovinas idosas foram consistentes às relatas em mulheres na 

transição para a menopausa, o que validou a utilização do modelo bovino para 

estudos referentes à senescência reprodutiva da mulher.  

É bem estabelecido que a população de oócitos é fixada durante a fase 

embrionária e as fêmeas já nascem com um estoque não renovável e, portanto, 

finito, de folículos (TALBERT, 1977). Com o decorrer da vida reprodutiva, uma 

parcela destes folículos será recrutada para crescer, desenvolver, diferenciar e 

ovular. A maioria dos folículos nunca sofrerá este processo de desenvolvimento e 

consequentemente sofrerão atresia (WISE et al., 1997). A viabilidade dos oócitos 

maduros produzidos durante a fase de maior declínio da fertilidade foi 

estabelecida em experimentos de transferência de oócitos entre camundongos 

(TALBERT & KHRON, 1977). O envelhecimento dos oócitos pode ocorrer em 

qualquer estágio do desenvolvimento folicular, no atraso de sua liberação na 

ovulação e na demora da penetração pelo espermatozóide (ADAMS, 1984). A 

causa para a deterioração dos oócitos devido à idade tem sido alvo de debates 

científicos, apesar do consenso sobre o principal mecanismo envolvido, que é o 

problema de não disjunção meiótica e o acúmulo de danos no DNA com o avançar 

da idade (NIKOLAOU & TEMPLETON, 2004). A qualidade oocitária é o fator 

primário que afeta a performance reprodutiva em éguas velhas e mulheres, apesar 

das causas associadas a esse processo ainda não estarem bem definidas 

(CARNEVALE, 2008).  

A fertilidade na vaca pode ser alterada por erros de manejo, fatores 

nutricionais e ambientais. Esses, por sua vez, podem mascarar efeitos da idade 

(BEARDEN & FUQUAY, 1984; GORDON, 1996). Erickson (1966), ao avaliar 

ovários de vacas Holandesas retirados cirurgicamente e também coletados em 

abatedouros, encontrou folículos normais em vacas com idade superior a 10 anos, 

além da presença de folículos atrésicos predominando em idades avançadas. 

Exaustão folicular ovariana ocorre entre 15 e 20 anos na vaca, que pode viver 



39 
 

 
 

além do período pós-reprodutivo por seis anos em média (VOM SAAL et al., 

1994). 

Características endócrinas e reprodutivas de envelhecimento dos ovários 

foram caracterizados numa série de recentes estudos em que vacas velhas foram 

comparadas com as filhas (MALHI et al., 2008). As concentrações circulantes de 

FSH foram consistentemente mais elevados em vacas velhas do que nas suas 

filhas, e o modelo esperado de secreção de FSH e a onda de emergência, o 

recrutamento, foi mantido em vacas velhas, ou seja, cada onda folicular ovariana 

foi precedida por uma onda de FSH circulante. Apesar dos elevados valores de 

FSH, menos folículos de 4-5 mm foram recrutados em cada onda folicular em 

vacas velhas quando compararada com a dinâmica das suas filhas. Esta 

interessante relação inversa entre o número de folículos recrutados em uma onda 

e as concentrações máximas de FSH também tem sido relatada em estudos que 

documentam a repetibilidade do número de folículos entre indivíduos. Ciclos com 

duas ondas de crecimento folicular ocorreram em 60% dos ciclos estrais de vacas 

velhas e com três padrões de ondas ocorreu no restante, da mesma forma que as 

suas filhas (MALHI et al., 2008). A maioria dos pares mãe-filha tiveram a mesma 

onda padrão, o mesmo comprimento de onda e intervalos, que não se alterou com 

a idade. O folículo ovulatório de vacas velhas com um padrão de duas ondas foi 

menor no momento da ovulação do que o das vacas jovens. O diâmetro do CL foi 

menor, e a concentração plasmática de progesterona em relação a idade das 

vacas tendiam a ser mais baixas nas velhas. Não houve efeito da sobre as 

concentrações circulantes de LH ou freqüência de pulso. O aparecimento de uma 

onda adicional durante o ciclo resultou em um maior desgaste no estoque folicular 

do que em vacas de dois padrões de ondas (MALHI et al., 2008), fornecendo 

justificativa para a hipótese de que o esgotamento da reserva folicular e início da 

senescência reprodutiva pode ocorrer mais cedo, em indivíduos que apresentam 

predominantemente três versus dois padrões de ondas. Em um estudo da 

resposta ovariana ao tratamento superovulação, menos folículos pequenas (<5 

mm) foram recrutados para a onda folicular, e menos folículos ovarianos de 6 a 8 

mm, de 9 a 11 mm e de 12 milímetros desenvolveram após superovulação em 
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vacas velhas do que na suas filhas jovens. Em média, as vacas jovens tiveram 

ovulações maiores do que vacas velhas. Alterações de protocolos de 

superovulação são necessárias em vacas velhas de alto valor zootécnico que 

permanecem nos programas de transferência de embrião. O aumento da dose de 

FSH eleva a produção de embriões, mas não consegue eliminar efeitos negativos 

do envelhecimento, como má qualidade dos oócitos (DESAULNIERS et al., 1995). 

Resultados de pesquisa (MALHI et al., 2008), sugerem que a fertilização ou 

taxas de clivagem diminuem com a idade. Menos embriões, e uma proporção 

maior de ovócitos infertlizados e zigotos degenerados, foram recuperadas a partir 

de vacas velhas, em comparação com as suas jovens filhas. Esta conclusão, foi 

validada pela observação de que o total de oócitos recuperados por doadoras 

mais velhas produziram menos de 50% de embriões, comparadas com as suas 

filhas jovens. A sobrevivência dos embriões obtidos a partir de vacas velhas e 

suas filhas após a transferência para receptoras jovens não foram diferentes. 

Portanto, os autores concluíram que a gestação e as perdas de embriões 

transferidos não diferiram entre a vaca velha versus as vacas jovens. 

 
2.6 ALTERAÇÕES NO EIXO HIPOTALÂMICO-HIPOFISÁRIO-OVARIANO  

Enquanto na mulher a perda da fertilidade está ligada primariamente à 

exaustão dos folículos primordiais, há registro de que a deficiência da função 

hipotalâmica é o principal fator para aciclicidade em ratas senis, sem que seja 

necessária a perda total dos folículos ovarianos (SCHINDLER et al, 1972). Em 

estudo realizado em ratas, foram avaliados os efeitos da idade e do estado 

reprodutivo em receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) neuroendócrinos 

glutaminérgicos, sua regulação por neurônios de GnRH e sua expressão por 

neurônios de GnRH. Com isso, foi proposto que as mudanças neuroendócrinas 

celulares, moleculares e fisiológicas nesses receptores podem estar envolvidas na 

transição para aciclicidade em ratas senis e em fêmeas de outras espécies de 

mamíferos (GORE et al., 2007; YIN et al., 2006).  

O início da queda da eficiência reprodutiva é caracterizado por mudanças 

no perfil hormonal, detectadas por alterações no ciclo estral (SCHINDLER et al., 
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1972; VOM SAAL et al., 1994). Altas concentrações de FSH e LH aumentam o 

estímulo ao desenvolvimento folicular, causando perda acelerada dos folículos 

(WAGNER et aI., 1991; CAETANO et al., 1997; PACKER et aI., 1998). Tais 

mudanças se refletem na baixa qualidade e capacidade dos folículos velhos em 

produzir concentrações adequadas de inibina, que exerceria efeito de retro 

alimentação negativa na produção de FSH. O aumento de FSH também é 

documentado em ratas cíclicas (HADLEY, 1996; PACKER et aI., 1998; VOM SAAL 

et al., 1994). Além da aceleração da folículogênese, acredita-se que o excesso de 

LH pode ser tóxico aos folículos primordiais e induzir apoptose ou necrose, 

aumentando a taxa de depleção dos mesmos (FLAWS et aI., 1997). De acordo 

com Hansen e colaboradores (2005), apesar da elevação das concentrações 

séricas de FSH e queda de inibina, a capacidade secretória dos folículos 

recrutados mantêm-se inalterada em mulheres com idade reprodutiva avançada. 

Em mulheres, a partir da quarta década de vida, há modificações hipotálamo-

neurais na secreção de GnRH, atenuação do retro-controle positivo do estradiol e 

diminuição na freqüência e prolongamento dos pulsos de GnRH. A hipófise 

responde com diminuição na densidade de receptores de GnRH, perda da 

sensibilidade das gonadotropinas, secreção de gonadotrofinas mais básicas com 

maior meia-vida, diminuição da freqüência e maior amplitude dos pulsos de LH e 

FSH e secreção preferencial de FSH. Estas modificações associadas à 

aceleração do consumo folicular, explicam a elevação mais rápida de FSH após 

os 37-38 anos e a manutenção de concentrações quase constantes de LH até o 

final do período reprodutivo, e segundo esses autores, o mecanismo acima 

descrito provoca ciclos anovulatórios em ratas e mulheres (VOM SAAL et al., 

1994; SCHINDLER et al., 1972; HADLEY, 1996; FLAWS et al., 1997). De acordo 

com Forcada (2007), a utilização de implantes de melatonina em ovelhas com 

senescência reprodutiva pode restaurar a função do sistema neuroendócrino antes 

comprometido pela idade.  

Na vaca, o envelhecimento está associado com a elevação na 

concentração de gonadotropinas e a redução na concentração dos hormônios 

esteróides, sendo essas mudanças similares às reportadas durante o início do 
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envelhecimento reprodutivo na mulher. A redução no recrutamento folicular a cada 

onda emergida indica uma possível redução na resposta ao FSH. Nessa fase, não 

há registro de aumento na taxa de recrutamento, mas, sim, um desenvolvimento 

mais lento dos folículos dominante e ovulatório, que atingem sempre um menor 

diâmetro (MALHI et al., 2005). 

A falha no crescimento folicular em éguas e mulheres é causada pela 

depleção de folículos primordiais nos ovários, suportada pela redução no número 

de folículos antrais. Dentro da perimenopausa, a reserva folicular está próxima da 

exaustão com a aproximação da menopausa. Depois de aumentar a fase folicular, 

o crescimento folicular intermitente foi observado antes da cessação da atividade 

ovariana em éguas (CARNEVALE, 2008). Após a menopausa, a produção de 

estradiol e progesterona virtualmente cessa, e suas concentrações no sangue se 

aproximam a de um animal castrado (VOM SAAL et al., 1994). Porém, o ovário na 

pós-menopausa exerce importante função esteroidogênica. O estroma intersticial 

ovariano, por estímulo das gonadotropinas, produz andrógenos, particularmente 

androstenediona, agora em quantidades significativas (ODELL, 1995; VIANA et 

al., 1998). A androstenediona produzida no ovário e no córtex da glândula adrenal 

é convertida em estrona nos tecidos periféricos, muscular e adiposo, sendo o 

principal estrógeno circulante na pós-menopausa. A conversão se eleva com a 

idade, obesidade e nos casos de cirrose hepática (SCHINDLER et al., 1972; 

HEMSELL et al., 1974; ODELL, 1995). 

Em humanos, as ações biológicas do estrógeno são conhecidas, e incluem 

o efeito inotrópico positivo sobre o coração e na hemostasia, diminuindo a pressão 

arterial; os efeitos diretos nos vasos sangüíneos, causando vasodilatação e 

melhora no fluxo sangüíneo; as alterações na lipidemia, favorecendo a circulação 

de Iipoproteínas de alta densidade ligadas ao colesterol (HDL-C); a degradação 

hepática de lipoproteínas de baixa densidade (LDL-C) (STABENFELDT & 

EDQVIST, 1996; NIESCHLAG & BEHRE, 2001). Já no que se refere aos animais 

domésticos, não há estudos que relacionem problemas sistêmicos e deficiência 

estrogênica com o avançar da idade. O hormônio anti-mülleriano regula os 

desenvolvimento de folículos primordiais de duas formas: por estimulação 
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negativa da maturação folicular e por inibição da sensibilidade ao FSH em 

folículos em desenvolvimento, Alguns autores sugeriram a hipótese de que o 

hormônio anti-mülleriano pode ser usado como um marcador biológico para idade 

ovariana e reserva ovariana em humanos, Em estudo realizado com ratas, ao 

longo de suas vidas, foi demonstrada uma queda exponencial tanto nas 

concentrações séricas quanto ovarianos do hormônio anti-mülleriano com o 

avançar da idade, e a origem histológica para essa redução foi o declínio no 

número de pequenos folículos ovarianos expressando o hormônio anti-rnülleriano 

(YEH et al., 2007). Ao comparar a evolução morfológica dos ovidutos em cadelas 

pré-púberes, de meia idade e idade avançada, Meyers e colaboradores (1984), 

observaram que o epitélio dos ovidutos sofre diferenciação com deciliação celular 

em idades avançadas em virtude da perda de estímulo estrogênico, da 

diminuição da razão estrógeno/progesterona ou da atuação da progeslerona 

isoladamente. A longevidade da função ovariana em gatas não é conhecida, 

apesar de muitas delas não apresentarem atividade estral entre 11 e 13 anos 

de idade. Usualmente, fêmeas com 8 anos de idade são retiradas dos 

programas de cruzamento (FELDMAN, 1996).  

A deposição elevada de colágeno no endométrio, a decidualização, 

pode diminuir a capacidade do útero em manter a gestação, pois interfere 

mecanicamente na vascularização uterina, necessária para a implantação e 

manutenção do embrião (WAGNER et aI., 1991). Experimentos com implantes 

de blastocistos em útero de camundongos demonstraram ocorrência de 

proliferação de células na camada estromal, infiltração de linfócitos, e aumento 

de glicogénio e fosfatase alcalina (FINCH, 1978).  

Estudos (HOLlNKA & FINCH, 1977), em fêmeas nuliparas de 

camundongos com quatro e 10 meses de idade mostrou maior prejuízo da 

resposta decidual induzida relacionado à idade. O ganho de peso médio do 

útero após a decidualização foi de 50mg nos animais de 4 meses e 15 mg 

para os de 10 meses. Além disso, o aumento do glicogênio e da fosfatase 

alcalina também foi prejudicado nos camundongos de 10 meses de idade Com 

isso, concluiu-se que sucessivas procriações não acarretariam por si só a 
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perda da resposta decidual durante o envelhecimento.  

A alteração progressiva da secreção endometrial que promove a 

implantação do embrião é determinada pela resposta do endométrio e 

concentração sérica e tempo de exposição à progesterona. Meldrum (1993), 

avaliou as taxas de concepção em mulheres acima de 40 anos, que receberam 

50mg ou 100mg por dia de progesterona e mulheres com menos de 40 anos 

submetidas a 50mg por dia de progesterona. Com isso, foi observado aumento 

significativo nas taxas de concepção em mulheres acima de 40 anos que 

receberam 100mg por dia de progesterona, valores semelhantes aos obtidos 

naquelas com idade inferior a 40 anos.  

 

2.7 DNA MITOCONDRIAL  
O DNA mitocondrial é aproximadamente 17.000 vezes menor que o nuclear 

e, apesar do pequeno tamanho, é responsável por codificar 13 proteínas 

(enzimas) essenciais para o processo de geração de energia para as atividades 

celulares (GIBSON et al., 1997). Tem como peculiaridade a herança 

exclusivamente materna, não apresentando segregação mendeliana, o que lhe 

propicia ser foco de muitos estudos filogenéticos. A diferença genética entre Bos 

taurus taurus e Bos taurus indicus, aqueles indivíduos que possuem o cupim no 

dorso, já foi caracterizado com base nos genomas mitocondrial (DNAmt; LOFTUS 

et al., 1994) e nuclear (MACHUGH et al., 1997). Estes trabalhos mostraram 

evidencias de domesticação independente dos dois grupos genéticos que se 

divergiram entre 200.000 (dados de DNAmt) e 850.000 anos (DNA nuclear) a 

partir de um ancestral comum. Portanto, claras demonstrações de variantes do 

DNA genômico presentes em Bos indicus, mas ausentes em Bos taurus foram 

dadas com a caracterização de microsatelites (MACHUGH et al., 1997).  

O DNA mitocondrial tem sido estudado na sua provável contribuição na 

variação das características de crescimento, produção e reprodução. Muitos 

estudos já foram realizados, obtendo resultados importantes dessa sobre 

características ligadas à produção e composição do leite, especificamente, na 

percentagem de gordura, na concentração de energia e na idade ao primeiro parto 
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(SCHUTZ et al., 1992, 1993; BOETTCHER et al., 1996a, 1996b; HENKES et al., 

2004; RIBEIRO et al., 2009). 

Alencar e colaboradores (1993), avaliaram o efeito da linhagem 

citoplasmática sobre os pesos ao nascimento, a desmama e aos 365 dias de 

idade de animais da raça Canchim, e constataram efeito significativo da linhagem 

citoplasmática sobre todas as características, embora os componentes de 

variância desse efeito tenham contribuído com menos de 2% da variância 

fenotípica. Oliveira (2005), avaliando a influência da linhagem citoplasmática sobre 

características de comportamento e crescimento na raça Nelore, observou 

redução nas variâncias aditivas diretas e maternas das características de peso a 

desmama, ganho de peso desmama aos 12 meses, peso ao sobreano, ganho de 

peso da desmama ao sobreano, perímetro escrotal e temperamento. Contudo, as 

maiores diferenças entre modelos foram observadas para o peso a desmama e 

perímetro escrotal, sendo significativas no teste da razão de máxima 

verossimilhança somente no peso à desmama. As diferenças observadas no peso 

médio a desmama entre linhagens maternas foram de 22,4 Kg. 

Meirelles e colaboradores (1999), por metodologia molecular, analisaram o 

padrão de DNA mitocondrial nas raças Nelore, Gir e Brahman e observaram, 

respectivamente, que nos animais puros de origem (PO) 79%, 73% e 100% do 

DNA mitocondrial era do padrão taurino, enquanto nos puros de origem importada 

(POI), esses representavam apenas 26%, 25% e 0%, o que, segundo estes 

autores, confirma a participação de fêmeas Bos taurus taurus na formação do 

Zebu americano. Concluíram, diante desta descoberta, que o Zebu brasileiro é 

excelente modelo para o estudo da herança citoplasmática, já que permite formar 

dois grupos que compartilham elevada percentagem de genes nucleares, mas 

diferem quanto ao padrão mitocondrial  

Em relação às características de produção, os primeiros trabalhos foram 

realizados por Bel e colaboradores (1985), e Huizinga e colaboradores (1986), em 

estudos sobre a influência da linhagem citoplasmática em primeiras lactações de 

vacas Holandesas, relataram relacionamento estatisticamente significativo entre 

esta e as características de produção e composição do leite. Em outro estudo 
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sobre da influência da herança citoplasmática sobre características de produção e 

composição do leite, os autores observaram que a linhagem citoplasmática foi 

fonte de variação estatisticamente significativa, em todos os modelos testados, 

tanto para percentagem de gordura como para a concentração de energia no leite 

(SCHUTZ et al. 1992). Schutz e colaboradores (1993), avaliando a influência 

citoplasmática sobre características de produção e composição do leite em vacas 

Holandesas, sob três diferentes metodologias de classificação molecular das 

linhagens citoplasmáticas, observaram efeito significativo da linhagem 

citoplasmática sobre a percentagem de gordura e concentração de energia em 

duas delas e em uma quanto à produção de gordura. Boettcher e colaboradores 

(1996), agrupando seus dados aos utilizados por Schutz e colaboradores (1992), 

encontraram que a linhagem citoplasmática contribui com 2,9% da variação total 

para percentagem de gordura. Em outro estudo (PELICIONI & QUEIRÓZ, 2001), 

os autores avaliaram o efeito da linhagem citoplasmática sobre a produção de leite 

em bovinos da raça Caracu e concluíram que, apesar da ínfima contribuição da 

linhagem citoplasmática para a variância fenotípica, sua inclusão exercia impacto 

sobre a variável ambiente permanente, que, por sua vez, na ausência da linhagem 

citoplasmática, inflacionava a variação genética aditiva direta.  
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CAPITULO 2. 
 
PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES EM VACAS LACTANTES DA RAÇA GIR 
(Bos taurus indicus) SUBMETIDAS OU NÃO A ABLAÇÃO DO FOLÍCULO 
DOMINANTE PRÉ ASPIRAÇÃO FOLICULAR.  
 
1. INTRODUÇÃO. 

O desenvolvimento de estratégias que melhorem o desempenho 

reprodutivo de raças Bos indicus é necessário para compreender melhor a 

fisiologia reprodutiva e suas implicações nos programas de melhoramento animal. 

As raças Zebuínas e seus cruzamentos apresentam grande importância na 

formação da pecuária brasileira, representando cerca de 80% do efetivo bovino 

nacional (CARTAXO et al., 2001). A raça Gir exerce destacado papel neste 

contexto por ser uma raça que incorpora rusticidade, produtividade e docilidade, 

sendo ainda eficiente na produção de leite a baixo custo, principalmente quando 

utilizada em cruzamentos com animais de raças especializadas para a produção 

leiteira, sendo por isso uma das principais raças Zebuínas utilizadas para esse fim. 

Os rebanhos da raça Gir, devem ser submetidos a um trabalho de melhoramento 

e seleção, para a produção de reprodutores e material genético (sêmen e 

embriões) de qualidade superior a serem utilizados nos rebanhos mestiços.  

A Produção in vitro de embriões bovinos (PIV) é uma biotécnica de 

interesse econômico, que aliada a utilização de sêmen sexado possibilita a 

obtenção de fêmeas de valor genético superior (GARCIA et al, 2003; BARUSELLI 

et al., 2006; CAMARGO et al., 2006). O desenvolvimento da metodologia de 

produção in vitro de embriões (PIV) para maximizar o ganho genético e a 

produção animal é um desafio de pesquisa científica há vários anos, e a produção 

em escala comercial de embriões a partir de oócitos puncionados dos folículos 

ovarianos pode aumentar os benefícios do progresso genético entre gerações e 

contribuir para os programas de melhoramento genético ou produção animal 

(RUMPF, 2007). 

A produção in vitro de embriões (PIV), incluindo aspiração folicular (OPU), 

maturação, fertilização e cultivo embrionário, é um exemplo de avanço 
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rapidamente incorporado ao setor produtivo, e que resulta em avanços 

significativos para a pecuária nacional, demonstrando a importância do 

investimento em pesquisa e desenvolvimento tecnológico nesta biotecnologia 

(GARCIA et al, 2005; VIANA & CAMARGO, 2007). 

Portanto, a pressão para redução do intervalo de gerações, os programas 

de melhoramento com avaliação somente de primíparas e a criação de núcleos 

MOET nas raças Zebuínas, tem estimulado criadores e técnicos a empregar 

biotecnologias da reprodução para multiplicação das fêmeas superiores, 

principalmente com vacas lactantes e jovens. A multiplicação de fêmeas jovens 

superiores da raça Gir, aprovadas em núcleo MOET, recordistas de lactação na 

primeira e segunda cria, embora ainda estejam ampliando suas melhores 

lactações até atingirem a produção máxima por volta da quarta ou quinta cria, 

devem ser exploradas com as modernas ferramentas da reprodução, sem que 

ocorra interferência em sua vida reprodutiva normal de intervalos entre 12 a 14 

meses e lactações de 270 a 330 dias. Além disso, a utilização de doadoras da 

raça Gir para produção de embriões F1 com raças taurinas leiteiras especializadas 

já é realidade no mercado de genética nas bacias leiteiras tradicionais e 

emergentes (BASSO et al., 2010). 

Desta maneira programas que iniciem os protocolos de aspiração e 

produção de embriões o mais próximos do parto, e que permitam aspirações 

seqüenciais e não interfiram na reconcepção da doadora para uma próxima 

lactação são de grande interesse cientifico e prático. No presente trabalho foram 

pesquisados aspectos relacionados à técnica de PIV, utilizando doadoras da raça 

Gir da subespécie (Bos taurus indicus), visando identificar a influência da prévia 

aspiração do folículo dominante e das diferenças em relação ao período de dias 

pós-parto para início das aspirações, no desempenho da doadora. 

 
2. REVISÃO DE LITERATURA 

A produção in vitro (PIV) de embriões bovinos compreende três etapas 

desenvolvidas no laboratório: a maturação in vitro (MIV), a fecundação in vitro 

(FIV) e o cultivo de desenvolvimento embrionário in vitro (CIV) até os estádios de 
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mórula ou blastocisto, quando poderão ser transferidos. A obtenção de oócitos 

disponíveis para PIV ocorre através da técnica de aspiração folicular transvaginal 

(OPU), e tem sido a melhor opção para a recuperação de oócitos in vivo na 

espécie bovina (BOLS et al., 2004). A PIV mostrou ser uma alternativa à 

superovulação convencional para a produção de embriões (TE), possibilitando a 

obtenção de um maior número de gestações de uma doadora em determinado 

período de tempo (BOUSQUET et al., 1999). 

Tanto na TE quanto na PIV, ocorre grande variabilidade na produção de 

embriões por doadora (SLENNINGL & WHEELER, 1989; GALLI et al., 2003). No 

entanto, a maior produção de embriões pelo procedimento in vitro em relação à TE 

tem feito com que a maioria dos técnicos e criadores optem pela PIV, buscando 

mais rapidez na produção de descendentes de vacas de linhagens superiores. A 

biotecnologia referente à PIV encontra-se difundida por vários países, mas o Brasil 

alcançou uma posição de destaque frente ao número surpreendente de embriões 

produzidos por esta técnica. São descritas diferenças existentes nos diversos 

parâmetros da fisiologia ovariana em Zebuínos, como número de ondas de 

crescimento, momento da divergência, maior número de folículos recrutados por 

onda, tamanho máximo dos folículos, persistência dos folículos dominantes, perfil 

de recrutamento folicular, etc. (RHODES et al., 1995b, FIGUEIREDO et al., 1997; 

DAYAN et al., 2000, SENEDA et al., 2002, VIANA et al., 2000b, SARTORELLI et 

al., 2005). Estas diferenças parecem estar associadas a grande variação na 

resposta ao tratamento superovulatório convencional em Zebuínos (BARUSELLI 

et al., 2006), mas determinam maior número de folículos em crescimento nos 

ovários e, conseqüentemente, no maior número de oócitos recuperados pela OPU 

(VIANA et al., 2004). A comparação de resultados obtidos com doadoras Bos 

taurus (WAGTENDONK-DE LEEUW, 2005), favoreceram a difusão desta 

biotécnica nas doadoras zebuínas. Considerando-se que as taxas de fertilização, 

clivagem, produção de blastocistos e gestações são relativamente similares entre 

laboratórios, diferenças no número de oócitos obtidos de cada doadora podem 

determinar a viabilidade desta biotecnologia (VIANA & CAMARGO, 2007). A 

repetibilidade no recrutamento folicular em uma mesma doadoras (BONI et al., 
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1997) é a logística mais simples na recuperação dos oócitos, quando comparada 

com a TE, assim como o uso de sêmen sexado para cromossoma X na 

bovinocultura leiteira (HAYAKAWA et al., 2009), que também permitem tornar a 

FIV mais competitiva e a biotecnologia de futuro para o melhoramento e produção 

animal. 

A competência do oócito obtido pela aspiração folicular transvaginal parece 

não ser influênciada pelo tamanho do folículo (LONERGAN et al., 1994; SENEDA 

et al., 2001), mas o mesmo não ocorre em relação à taxa de recuperação, que foi 

significativamente superior para folículos menores ou iguais a 4 mm (SENEDA  et 

al., 1999). Já foi demonstrado que folículos menores viabilizam recuperação 

oocitária mais eficiente (SENEDA et al., 2001). PAVLOK e colaboradores (1992), 

também observaram melhor desempenho na produção de blastocistos quando 

foram aspirados oócitos de folículos médios (2-4 mm) e grandes (4-8 mm) em 

comparação com oócitos aspirados de folículos pequenos (1-2 mm). Hendriksen e 

colaboradores (2000), concluíram que a competência para o desenvolvimento in 

vitro é maior para oócitos oriundos de folículos maiores que 6-8 mm quando 

comparado com folículos de 3-6 mm. No entanto, Carolan e colaboradores (1996), 

não observaram influência do tamanho folicular sobre a maturação do oócito. 

Resultado similar foi obtido por Seneda e colaboradores (2001), avaliando oócitos 

oriundos de folículos pequenos (<4 mm) e grandes (>4 mm) aspirados in vivo. 

Em função do estágio do desenvolvimento folicular, Machatkova e 

colaboradores (1996), demonstraram que oócitos aspirados nos dias 14 a 16 do 

ciclo estral apresentavam melhores índices de competência para o 

desenvolvimento embrionário quando comparados aos aspirados nos dias 7, 8 e 

9. Em outro trabalho, concluiu-se que o desenvolvimento até blastocisto foi 

significativamente maior em oócitos colhidos durante a fase de crescimento 

folicular, independentemente do diâmetro do folículo (HAGEMANN, 1999). Por 

outro lado, em relação à onda folicular, Vassena e colaboradores (2003), 

demonstraram que a aspiração folicular nos dias 2 ou 3 da nova onda folicular 

(próximos da divergência folicular) proporcionaram uma baixa produção de 

blastocistos,  possivelmente devido à menor competência oocitária e que o melhor 
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momento para recuperação seria no dia 5 (VASSENA et al., 2003). No entanto, 

em trabalhos mais recentes não houve diferença na produção de blatocistos 

quando os oócitos foram aspirados nos dias 2, 3 ou 5 da onda folicular 

(HENDRIKSEN et al., 2004, MACHATKOVÁ et al., 2004). Por outro lado, nas 

fases mais avançadas do período de dominância, nos dias 7 ou 8, houve queda na 

produção, concluindo-se que neste período o estádio avançado de atresia 

compromete a competência oocitária nos folículos subordinados (VASSENA et al., 

2003, MACHATKOVÁ et al., 2004, HENDRIKSEN et al. 2000, 2004). Em vacas da 

raça Nelore (Bos indicus) aspiradas nos dias 3 e 5 da onda folicular, o número 

total de oócitos e a percentagem de blastocistos foram maiores do que os 

aspirados nos dias 7 e 9 (MELO, 2008).  

A remoção do folículo dominante leva ao inicio de um pico de FSH, 

responsável pela emergência de uma nova onda de crescimento folicular, cerca de 

dois dias após a ablação por punção ovariana guiada por ultrassonografia 

(ADAMS 1994; BERGFELT et al.,1994). Além disso, é citado na literatura que 

somente a aspiração folicular pode controlar o crescimento folicular, promovendo 

a emergência de nova onda folicular após 1 a 2 dias (BERFELT et al., 1994; 

CAVALIERI et al., 2001). A presença do folículo dominante reduz 

significativamente a competência dos oócitos inclusos em folículos subordinados 

(HENDRIKSEN et al., 2004), além de interferir no número de folículos visualizados 

no momento da aspiração folicular (TORRES JUNIOR et al., 2006). Seneda e 

colaboradores (2001), mostraram melhor eficiência no número de oócitos 

recuperados a partir de folículos <5 mm de diâmetro. Por outro lado, com folículos 

> 5mm, espera-se encontrar maior número de folículos atrésicos, em razão da 

dominância folicular que ocorre nos bovinos (GINTHER, 2000). 

Anestro é o estado de aclicidade ovariana, refletido pela completa 

inatividade sexual sem manifestação de estro e esta associada à presença de 

ovários estáticos e lisos, pois, apesar do desenvolvimento folicular ocorrer, 

nenhum dos folículos que inicia o crescimento chega a maturar e, 

conseqüentemente, ovular (MORO et al., 1994). Uma das importantes habilidades 

da vaca é a capacidade de utilizar suas reservas energéticas corpóreas em 
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períodos de balanço energético negativo (BEM), para suprir o metabolismo basal, 

o crescimento, a lactação, a manutenção da saúde e, ainda, a função reprodutiva 

(WRIGHT et al., 1987; EDMONSON et al., 1989). Inúmeros trabalhos científicos 

mostram que as vacas apresentam alta demanda energética no período pós-parto, 

e sabe-se que vacas que parem magras, sem reservas corporais, e que perdem 

muito peso nos primeiros meses após o parto, entram em prolongado período de 

anestro (BUTLER, 1990). Portanto, durante o final da gestação, quantidades 

suficientes de energia devem ser armazenadas nos tecidos corporais, na tentativa 

de suprir o BEN. 

Na literatura vários estudos associaram a nutrição à redução da fertilidade, 

principalmente em vacas leiteiras e identificaram como causas determinantes o 

BEN, evidenciado pela diminuição do escore da condição corporal no pós-parto 

(MOREIRA et al., 2000; LOPEZ-GATIUS et al., 2002), e pela própria condição 

corporal ao parto (FERREIRA & TORRES 1997; FERREIRA et al., 2005b). Para 

Randel (1990), peso e condição corporal ao parto são indicadores funcionais da 

posterior função reprodutiva, uma vez que, nutrição protéica e ou energética 

inadequada no pré ou no pós-parto reduz a taxa de concepção ao primeiro 

serviço, ocasionando aumento do período de serviço e, consequentemente, 

prolongamento do intervalo de partos (IP). 

Diversos autores recomendam o acompanhamento do escore da condição 

corporal (ECC), uma vez que ele se mostra como um reflexo da condição 

nutricional (SHORT et al., 1990; ARREGUIN et al., 1997) em vacas de corte (RAE 

et al., 1996) e leite (WILDMAN et al., 1982; EDMONSON et al., 1989). O ECC é 

determinado por avaliações visuais e ou táteis de locais definidos do corpo, sendo 

que elas podem variar tanto nos pontos a serem examinados, como no número de 

locais a serem observados e avaliados (WILDMAN et al., 1982; WAGNER et al., 

1988; EDMONSON et al., 1989; HOUGHTON et al., 1990; FERGUSON et al. 

1994; LASSEN et al., 2003; ROCHE et al., 2004). A Em vacas de leite, podemos 

verificar a existência de uma condição corporal ideal para cada fase da lactação e 

esta é uma ferramenta que otimiza a produção de leite, minimiza os problemas 

reprodutivos e maximiza o retorno econômico (GEARHART et al., 1990). Por outro 
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lado, o baixo ECC ao parto também reduz taxas de prenhez ao primeiro serviço 

(ECC < 2.5) e aumenta os dias em aberto (BCS ≤ 3,5; LOPEZ-GATIUS et al., 

2003). Uma maior perda da condição corporal no início da lactação também está 

relacionada com pior capacidade reprodutiva (PRYCE et al., 2001). 
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3. OBJETIVOS 
 

Avaliar em vacas da raça Gir a influência da ablação do folículo dominante 

três dias antes da aspiração folicular durante o período pós parto, quanto à 

quantidade e qualidade dos oócitos aspirados, fecundação e desenvolvimento 

embrionário in vitro. 

Determinar qual o período pós parto mais adequado para o início da 

aspiração folicular, com menores prejuízos a lactação e reconcepção das 

doadoras. 

 

4. HIPÓTESES 
 

 

 A ablação do folículo dominante três dias antes da aspiração folicular 

(OPU), aumenta o número de oócitos e blastocistos comparada a OPU realizada 

nos períodos aleatórios da onda folicular. 

 

A ablação do folículo dominante três dias antes da aspiração folicular 

(OPU), aumenta a proporção para oócitos totais e viáveis comparada a OPU 

realizada nos períodos aleatórios da onda folicular. 

 

Oócitos aspirados até 30 dias do pós-parto produzem menos embriões do 

que oócitos obtidos em períodos entre 30 a 120 dias pós parto. 

 

A ordem de parto das doadoras infuencia a quantidade e qualidade dos 

oócitos aspirados, na fertilização e desenvolvimento embrionário in vitro. 

 

O escore de condição corporal da doadora no pós-parto influencia a 

quantidade dos oócitos aspirados, a fecundação e desenvolvimento embrionário in 

vitro. 

 



55 
 

 
 

5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1. LOCAIS  

Os trabalhos foram desenvolvidos na Unidade de Pesquisa da EPAMIG – 

Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais, no município de 

Uberaba/MG, entre janeiro e novembro de 2010.  

 A fazenda Experimental Getulio Vargas da EPAMIG localizada na cidade de 

Uberaba MG, a 19º 45´ 56” de latitude sul e 47º 57´ de longitude oeste, a altitude 

de 774 m. O clima da região é do tipo tropical semi-úmido e a temperatura média é 

de 21,4º C, com variação de 20,0º C em 1970 a 25,2º C em 1959, sendo a 

máxima de 23,2º C e a mínima de 19,4º C. A precipitação anual média é de 

1684,6 mm, com variação de 701,4 mm em 1963 a 2.158,6 mm em 1983. A 

umidade média relativa do ar é de 71,4%, com variação de 60,3% em 1954 a 

91,8% em 1981, dados obtidos na Estação Climatológica Principal de Uberaba – 

EPAMIG/INMET (2009). 

As fertilizações e cultivo in vitro foram realizadas no Setor de Reprodução 

Animal da Escola de Veterinária da UNESP Jaboticabal SP. 

 

5.2. CARACTERÍSTICAS DO SISTEMA DE PRODUÇÃO  
 
5.2.1 MANEJO DAS DOADORAS 

As vacas secas (120 dias entre a secagem e o parto) foram manejadas em 

condições de pastagem durante o período das chuvas, recebendo mistura mineral 

à vontade, não sendo fornecida suplementação concentrada, pois a recuperação 

das reservas corporais é conseguida somente com a utilização da pastagem que 

permite ganhos de peso de 0,7 kg/dia.  

Durante o período experimental dos partos previstos, as vacas em lactação 

receberam silagem de milho como volumoso, sendo fornecida ad libitum, sendo 

sua distribuição realizada três vezes por dia.  Normalmente é observado consumo 

de silagem de 28 kg de matéria verde/vaca/dia (9,9 kg de matéria seca/vaca/dia). 
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Nessa época são disponibilizados dois kg de concentrado para cada fêmea para 

adaptação a dieta pós parto.  

Imediatamente após o parto, as vacas receberam quantidade de 

concentrado compatível com o lote de maior produção até os 40 dias de lactação. 

Este manejo visou diminuir a perda de peso imediatamente após o parto, 

proporcionando período de serviço mais curto, permitindo a vaca expressar seu 

potencial produtivo. Nessa época o concentrado é utilizado na proporção de 1 kg 

de concentrado para cada 3,8 kg de leite produzido. 

No sistema de confinamento as vacas foram alojadas em piquetes 

coletivos, providas de sombreamento natural, bebedouros e cochos para o 

fornecimento da ração e da mistura mineral. A ração, à base de farelo de milho, 

farelo de soja, farelo de algodão e uréia, teve uma composição mínima. (tabela 1. 

No anexo) 

Independentemente da época do ano o lote de primíparas recebeu um kg 

de concentrado adicional à quantidade em relação ao lote de vacas, para atender 

exigências nutricionais maiores. Esta prática teve o objetivo de identificar o 

potencial produtivo das novilhas de primeira cria, manter o seu desenvolvimento e 

promover o rápido retorno ao cio pós-parto.  

Também, foram procedidas às vacinações no pré-parto e realizados os 

controles rotineiros de ectoparasitos e endoparasitos. Foi fornecido sal mineral, 

durante todo o período experimental com os níveis de garantia por kg do produto. 

(tabela 2 no anexo). 

Todas as matrizes foram avaliadas para escore da condição corporal 

(ECC), aos 15 dias após o parto em uma escala de 1 a 9 (Quadro 1)(Figura 5) 

(FERREIRA et al., 2005a), sendo encontradas vacas de 3 a 7, com ECC médio de 

4,35 ± 1,18. Quadro1 e figura 1 no anexo.  

Durante o período experimental todas as vacas foram ordenhadas duas 

vezes ao dia com a presença do bezerro, sem uso de qualquer estímulo hormonal 

para a “descida” do leite. Após a ordenha, as vacas e os bezerros eram separados 

ainda na sala de ordenha mecânica. 
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5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
O experimento foi conduzido utilizando-se 49 vacas da raça Gir Leiteiro, do 

rebanho experimental da EPAMIG, registrado na ABCZ Associação Brasileira de 

Criadores de Zebu. Os partos ocorreram de 18 de fevereiro a 8 de agosto de 

2010, com peso médio 15 dias após o parto de aproximadamente 431,2 ± 57,7 Kg, 

com idades de 40 a 156 meses na data do parto, e com fêmeas da primeira a 

sétima ordem de parto. Das vacas experimentais, 27 eram multíparas e 22 

primíparas. Estas doadoras não foram submetidas à aspiração folicular (OPU) 

anteriormente, e nem sofreram qualquer tipo de controle farmacológico do ciclo 

estral, tanto para sincronização do estro ou da ovulação assim como não houve 

tratamentos superovulatórios. Não houve pré-seleção das doadoras em relação ao 

número de folículos presentes nos ovários e ou recrutamento folicular, e todas as 

vacas tiveram seu sistema reprodutivo avaliado através da ultrassonografia no 

pós-parto e no momento das aspirações foliculares e ablação do folículo 

dominante.  

 

5.4. TRATAMENTOS 

O tratamento principal consistiu na aspiração do folículo dominante 

(ablação) (AFD), ocorrendo à aspiração dos folículos subordinados acima de seis 

mm de diâmetro, com o objetivo de induzir a emergência de uma nova onda 

folicular. Este momento foi considerado como dia zero. Após a AFD as doadoras 

foram submetidas à aspiração folicular no dia três, da nova onda folicular. Este 

procedimento foi realizado, para que todas as doadoras deste tratamento, fossem 

aspiradas no mesmo dia da onda de crescimento folicular. O intervalo das OPUs, 

independentemente a ablação do folículo dominante, foram de no mínimo 21 dias. 

Isto permitiu o restabelecimento da atividade ovariana, evitando que as repetidas 

aspirações prejudicassem o índice de recuperação de oócitos, assim como a sua 

qualidade ao longo do experimento. As doadoras, respeitando uma equivalência 

para primíparas e multíparas, foram distribuídas em dois grupos de datas pós-

parto para início das aspirações por no máximo cinco vezes por vaca.  
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 Grupo 1- aspirações foliculares iniciando aos 14, 35, 56, 77 e 98 dias 

pós-parto. 

 Grupo 2- aspirações foliculares iniciando aos 28, 49, 70, 91 e 112 

dias pós-parto. 

Desta maneira, o delineamento foi estabelecido conforme mostrado na figura 1. 

Embora, as aspirações foliculares tenham sido, na sua maioria, realizadas 

no mesmo dia da semana, durante o período experimental, como as datas do 

parto das doadoras naturalmente não coincidiram com as datas previstas, as 

datas reais das aspirações em relação a data do parto, tiveram uma amplitude 

maior. Neste experimento todas as vacas tiveram parto normal, no entanto, as 

aspirações mais próximas do parto, ao redor de 10 a 15 dias especificamente, 

mostravam maior dificuldade de manipulação uterina, embora sem interferência na 

realização dos trabalhos.  

Portanto, para análise dos dados, com maior equilíbrio numérico, foram 

criadas as classes de dia após o parto para início das aspirações (DPPC), 

divididas em quatro períodos; 

 DPPC1 – < 34 dias pós-parto. 

 DPPC2 – de 35 a 54 dias pós-parto. 

 DPPC3 – de 55 a 74 dias pós-parto. 

 DPPC4 – > 75 dias pós-parto. 

Também para efeito de análise, com melhor equilíbrio dentro dos grupos 

estudados, as vacas avaliadas foram distribuídas em primíparas e multíparas 

(ORDPART). 

Para estudo do período de aspiração folicular, foram avaliados os mêses de 

aspiração (MESASP).  
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GRUPO 

AFD 

n = 27 

  

        GRUPO 

     CONTROLE 

   n = 55 

 

                  I                                                                             I 

                

14*  35*  56*  77*  98*   28*  49*  70*  91*  112* 

 

 

        GRUPO 

     CONTROLE 

    n = 61 

 

  

 GRUPO 

AFD 

n = 36 

                  I                                                                             I 

                

14*  35*  56*  77*  98*   28*  49*  70*  91*  112* 

 

Figura 1 – Distribuição das vacas Gir lactantes nos grupos de tratamentos de 
ablação do folículo dominante (AFD) versus grupo controle, e subgrupos  acordo 
com o início de aspiração no pós parto de 14 ou 28 dias. 
*Dias do pós-parto ao início das aspirações. n=número de aspirações por grupo 
de vacas. 

 

 Para efeito de análise foram criadas classes de escore corporal (CECC); 

com duas divisões as classes alta (ECC 6 e 7) e baixa (ECC 3, 4 e 5). 
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5.5. ASPIRAÇÃO FOLICULAR PARA OBTENÇÃO DOS OÓCITOS 

O procedimento de aspiração folicular foi realizado utilizando-se um 

equipamento de ultrassom ALOKA® SSD 900 (US), com transdutor micro-convexo 

5 MHZ, acoplado em uma guia de aspiração trans-vaginal. As aspirações foram 

realizadas com agulha hipodérmica descartáveis 40 X 9 (20G, Becton Dickson®) e 

sistema de aspiração Handle e Cook® adaptado a dupla via de aspiração. Foi 

utilizada uma bomba de vácuo, e a pressão de vácuo/vazão foram ajustadas 

previamente em 14 mL de água/minuto em cada fase do experimento. Antes de 

cada OPU foi realizada anestesia epidural com 3-5 mL de cloridrato de lidocaína 

2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Após a higienização da região perineal com água e 

álcool 70%, a guia de aspiração acoplada com o transdutor do US era inserida até 

fornix vaginal, com auxílio de manipulação trans-retal, os ovários foram 

posicionados para obtenção de uma boa visualização no monitor do US. Os 

ovários foram posicionados na linha de punção indicada na tela do ultrassom e a 

bomba de vácuo era acionada iniciando as aspirações dos folículos. Este 

procedimento foi realizado em todos os folículos acima de 2 mm visualizados em 

cada ovário. O meio de aspiração e lavagem do sistema era composto de PBS, e 

heparina sódica (10.000 UI/L). 

  

5.6. TRANSPORTE, LAVAGEM E SELEÇÃO DOS OÓCITOS.  
O fluído obtido em cada tubo de aspiração era transferido para um filtro de 

coleta de embriões e lavado com PBS até que o conteúdo se tornasse translúcido, 

logo o material retido no filtro era transferido para placa de Petri de 90mm de 

diâmetro feita em poliestireno. A procura dos oócitos era realizada com o auxílio 

de um microscópio estereoscópio com luz transmitida e aumento de 40 a 80 

vezes. Os oócitos revestidos ou não de células do cumulus eram transferidos para 

uma placa de poliestireno de 35mm contendo meio TCM199, suplementado com 

5mM de bicarbonato de sódio, 20 mM de hepes, 10% de SFB, 0,2mM de piruvato 

de sódio e 83,4μg de amicacina/mL de meio. Após a procura os oócitos eram 

classificados quanto ao revestimento com células do cumulus compacto em 

oócitos totalmente revestidos e parcialmente revestidos, revestimento com células 
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do cumulus expandido e desprovidos de células do cumulus. Quanto ao aspecto 

do ooplasma foi avaliado a granulação e a presença de manchas claras ou 

escuras. Os oócitos selecionados foram classificados segundo LEIBFRIED-

RUTLEDGE et al. (1987), onde: 

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

homogêneo e complexo cumulus-oócito claro e transparente; 

b) Grau II: revestimento com 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) e 

ooplasma irregular com picnose; 

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

e complexo cumulus oócito escuro e irregular; 

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

granulações. 

Foram selecionados para transporte e maturação, oócitos de GI, GII, GIII, e 

desnudos (com citoplasma homogêneo). 

 

5.7. MATURAÇÃO IN VITRO  
O meio base utilizado para a maturação in vitro dos oócitos (MIV) foi o TCM 

199 com sais de Earle (Gibco® 31.100; Grand Island, NY, EUA) suplementado 

com 25mM de bicarbonato de sódio, 1,0μg/mL de FSH (Pluset®, Calier), 50UI/mL 

de hCG (Profasi®, Serono), 1,0μg/mL de estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM de 

piruvato de sódio (Biochemical 44094), 83,4μg/mL de amicacina (Biochimico®), 

2μg/mL de ITS (Sigma I-1884), 1μg/Ml de antioxidante (Sigma A-1345) e soro fetal 

bovino (Crypion®). A maturação foi completada para 24 horas em microgotas de 

100uL de meio de maturação sob óleo mineral em incubadora com 5% de CO2 em 

ar, temperatura de 38,5º C e umidade relativa de 95%. 
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5.8. FECUNDAÇÃO IN VITRO  
Para a fecundação os oócitos foram lavados por duas vezes em meio TL- 

Sêmen e uma vez em FIV gotas para remoção da fonte protéica utilizada na 

maturação e parte das células do cumulus. Realizado o procedimento de lavagem 

dos oócitos de cada grupo experimental foram transferidos para gotas de 50uL de 

FIV gotas sob óleo mineral. Foram utilizadas palhetas de sêmen sexado para 

cromossoma X de uma única partida, de quatro touros da raça Gir com histórico 

conhecido na PIV, distribuídos entre os grupos experimentais, sem efeito dos 

touros. Foi utilizado somente um touro para cada aspiração. O sêmen era 

descongelado em água a 35-370C por aproximadamente 20 segundos. As 

palhetas foram secas em gase estéril, uma das extremidades vedadas foi cortada 

e com o auxilio de uma haste de aço inox o lado de vedação com algodão e álcool 

polivinílico foi utilizado como êmbolo para liberação do sêmen em um tubo 

ependorff de 1,5mL contendo gradiente descontinuo de 45% 90% de Percoll. O 

sêmen foi submetido a uma força centrífuga de 3620g (4500rpm) por 7 minutos. O 

sobrenadante era removido e o sedimento resuspenso com 1mL de meio FIV 

gotas. Procedia-se nova sedimentação por centrifugação com uma força 1.110g 

(2.500rpm) durante 5 minutos. O pellet formado era utilizado para a fertilização, 

sendo que a cada gota de fecundação, já contendo os oócitos eram adicionados 

8uL da suspensão de sêmen. Para a fecundação, sêmen e oócitos foram co-

incubados por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2, umidade relativa de 

95% e temperatura de 38,50C. 

  
5.9. CULTIVO IN VITRO (CIV) 

Os prováveis zigotos foram removidos das gotas de fecundação e lavados 

em três diferentes gotas de meio TL Sêmen, onde tiveram parte das células do 

cumulus removidas por sucessivas pipetagens. Logo após, eram lavados em meio 

de cultivo e transferidos para microgotas de 100uL de meio SOFaa suplementado 

com 0,2mM de piruvato de sódio (Biochemical 44094), 83,4μg/mL de amicacina 

(Biochimico) 2,5% de SFB (Crypion®) e 8mg/mL de BSA (Sigma A-8806). A taxa 

de clivagem foi avaliada 24 horas depois dos prováveis zigotos serem colocados 
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em cultivo. As trocas de meio (feed) eram realizadas no terceiro e quinto dia de 

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

50uL de meio SOFaa fresco (pré equilibrado). No sétimo dia de cultivo eram 

realizadas as contagens de embriões formados e as classificações quanto o 

estádio de desenvolvimento (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e 

blastocisto eclodido). 

 

6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analyses System 

2000 (SAS®). Os dados foram testados quanto a normalidade (anexo) dos 

resíduos e a homogeneidade das variâncias pelo aplicativo Guided Data Analisys. 

Como não obedeceram as premissas e a normalidade não foi comprovada, 

empregou-se o procedimento GEMOD de analise de variância não paramétrica. O 

nível de significância para rejeitar a hipótese de nulidade foi de 5%, isto é, para um 

nível de significância menor que 0,05 considerou-se que ocorreram diferenças 

estatísticas entre as variáveis classificatórias para uma determinada resposta. 

Para o nível de significância de 0,05 até 0,1 considerou-se tendência estatística 

entre as variáveis comparadas. 

Para análise estatística os dados de oócitos totais, oócitos viáveis e 

blastocistos foram analisadas pelo programa GENMOD do SAS e considerado os 

dois tratamentos (controle e ablação do folículo dominante pré aspiração folicular), 

o mês do parto, as classes de dias pós parto, as classes de ordem de parto, a 

ordem de aspiração por vaca e a classe de escore corporal da vaca no pós parto. 

Parâmetros como produção de leite no dia da aspiração, peso da vaca e dia de 

manifestação do primeiro cio pós-parto foram incluídos no modelo inicial sendo 

descartados posteriormente por não serem significativos. 
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7. RESULTADOS  
O desempenho zootécnico geral do rebanho estudado está expresso pelas 

médias, desvios-padrão, mínimos, máximos e coeficientes de variação em cada 

uma das características descritas (tabela 1). Para produção de leite e duração da 

lactação foram utilizados os registros válidos para as lactações encerradas.  

 

Tabela 1 – Características de produção e reprodução das vacas Gir (Bos taurus 
indicus) utilizado no experimento. 

Característica mínimo máximo média S  CV 

Produção de leite na lactação (kg) 2.048 5.545 3.848 1225 27,6% 

Duração da lactação (dias) 220 365 293 43 14,7% 

Peso (kg) 310 570 432 57 15,3% 

Escore corporal (escala 1 a 9) 2 7 4,35 1,18 15,3% 

Produção de leite 1ª pesagem (kg) 4,6 16,8 10,79 3,46 28,0% 

Produção de leite 2ª pesagem (kg) 4,8 16,0 10,45 2,89 28,0% 

Produção de leite 3ª pesagem (kg) 3,4 16,2 10,00 3,70 28,0% 

Produção de leite 4ª pesagem (kg) 2,6 15,8 9,91 3,69 28,0% 

Intervalo parto primeiro cio (dias) 28 221 115,17 47,7 37,1% 

S = desvio-padrão. CV = coeficiente de Variação.  

 

Para as informações de desempenho foram avaliadas 49 vacas em 198 

aspirações. Foram coletados 6.034 oócitos totais, dos quais 3.884 considerados 

viáveis, que resultaram em 1.114 blastocistos. O número médio de oócitos totais 

por sessão de aspiração foi de 31,19 ± 16,49 e a média por sessão de oócitos 

viáveis aspirados foi de 20,04 ± 10,58 percentual médio de 64,3% de viabilidade. 

O número de blastocistos por sessão de aspiração foi de 5,70 ± 4,92 com taxa de 

conversão média de oócitos viáveis em embrião de 31,87±27,04 % (tabela 2).  

Neste trabalho, todas as doadoras mesmo sendo aspiradas pela primeira 

vez com aproximadamente 15 ou 30 dias do pós-parto, e repetidas após 

aproximadamente, 21 dias da primeira aspiração, ciclaram normalmente e ficaram 

gestantes após o término do experimento. O intervalo de parto ao primeiro estro 

foi de 115,17±47,78 dias, com manifestações no período mínimo de 28 e máximo 
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de 221 dias (tabela 3). Vacas multíparas tinham em média 3,6±1,7 partos, eram 

com maior peso vivo, de maior produção de leite no período experimental, e 

mostraram menor tempo de manifestação do primeiro cio pós-parto, sendo que 

esta categoria manifestou o primeiro cio 42 dias antes das primíparas (tabela 3).  

 
Tabela 2 – Número de oócitos totais, oócitos viáveis e blastocistos, por sessão de 
aspiração das vacas da raça Gir (Bos taurus indicus). 

Característica mínimo máximo média S  CV 
Produção de oócitos totais (n) 3 91 31,19 16,84 53,9 % 
Produção de oócitos viáveis (n) 2 53 20,04 10,87 54,2 % 
Produção de blastocistos (n) 0 27 5,70 4,92 86,2 % 
Taxa conversão oócito/embrião 
(%) 0 100 31,87 27,04 84,8 % 

S = desvio-padrão; CV = coeficiente de Variação. 

 

Tabela 3 – Desempenho por categoria animal (primíparas e multíparas) das vacas 
Gir avaliadas nas características de; peso vivo (kg), escore da condição corporal 
(ECC), produção de leite (kg) durante o período experimental e dias de 
manisfestação do primeiro cio pós parto. Os números são médias dos quadrados 
mínimos ± erro padrão das médias (DP). 
 n OP PESO ECC  LEITE   CIOPP 
     1ª 2ª 3ª 4ª  
PRIMÍPARAS 23         
Média  1 423,7 4,6 7,92 8,02 6,03 5,25 141,6 
DP  0 28,8 0,8 2,5 2,3 2,0 2,25 43,6 
Max.   484 6 12,4 12,3 9 8,6 221 
Mín.   370 3 4,6 4,8 3,4 2,6 80 
          
MULTÍPARAS. 26         
Média  3,6 473,9 4,7 12,94 11,98 11,99 11,77 99,9 
DP  1,7 47,3 1,4 2,5 2,1 2,5 2,2 42,4 
Max.   570 7 16,8 16 16,2 15,8 159 
Mín.   400 2 9,2 8,4 8,6 7,2 38 
OP = ordem de parto. CIOPP = dias de manisfestação do primeiro cio pós-parto. 
ECC = escore da condição corporal. LEITE = pesagens mensais realizadas 
durante o período experimental. DP = desvio padrão. n = número de animais por 
categoria. 

Os números de oócitos totais e viáveis, e de blastocistos por vaca, não foi 

diferente (p>0,05 ) entre os mêses da aspiração, a classe de dias pós-parto, a 

ordem de parto e de aspiração (tabela 4).  
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Tabela 4 - Número médio de oócitos totais, oócitos viáveis e blastocistos, por 
sessão de aspiração da doadora, nas classes de dias pós-parto, nas classes do 
mês de aspiração folicular, nas classes da ordem de parto, e das ordens de 
aspiração. Os números são médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das 
médias (EPM). 
 
VARIÁVEIS 

Oócitos 
totais 

Oócitos 
viáveis 

Blastocistos n 

Tratamento     
Classes de dias pós-parto     
DPPC 1< 34 dias pós parto. 20,57±5,90 14,12±3,79 4,05±1,76 40 
DPPC 2 de 35 a 54 dias. 24,45±4,49 17,79±2,88 3,55±1,34 38 
DPPC 3 de 55 a 75 dias. 27,02±3,97 17,80±2,54 4,39±1,18 30 
DPPC 4> 75 dias pós-parto 34,76±2,72 21,12±1,74 6,86±0,82 71 
     
Ordem de parto      
ORDPART primíparas 24,94±3,63 16,11±2,32 4,69±1,08 75 
ORDPART multíparas 28,46±2,64 19,31±1,69 4,74±0,79 104 
     
Mês aspiração     
MESASP 04 30,75±8,14 21,05±5,22 2,46±2,43 9 
MESASP 05 28,78±5,18 19,61±3,32 1,39±1,55 24 
MESASP 06 25,83±4,34 17,48±2,79 6,33±1,30 37 
MESASP 07 22,99±3,78 15,28±2,42 5,68±1,13 41 
MESASP 08 26,76±3,42 17,45±2,19 3,65±1,02 41 
MESASP 09 28,23±3,54 19,58±2,27 6,97±1,06 32 
MESASP 10 23,54±6,21 13,50±3,98 6,51±1,85 9 
     
Ordem de aspiração     
ASP1 31,94±4,62 19,23±2,96 6,47±1,38 42 
ASP2 35,32±3,50 21,19±2,24 5,15±1,04 42 
ASP3 28,88±3,69 19,25±2,37 5,51±1,10 39 
ASP4 25,03±5,20 18,91±3,34 5,79±1,56 29 
ASP5 20,47±6,26 13,82±4,02 2,20±1,87 18 
ASP6 18,54±7,69 13,84±4,93 3,17±2,30 9 
     
*não ocorreram diferenças consideradas significativas p<0,05. 
DPPC = classe do número de dias pós-parto no momento da aspiração folicular.  
ORD.PART. = Ordem de parto da doadora.    
MESASP = Classe de mês da aspiração folicular. 
ASP = ordem de aspiração. 

 

Houve tendência (p=0,0861), de menor número na produção de oócitos 

totais por aspiração nas vacas mais próximas do parto (figura 2) e 
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correspondendo, também a uma tendência (p=0,0639), de menor produção de 

oócitos viáveis por aspiração nas vacas recem paridas (figura 3). 

 
Figura 2 – Regressão do número de oócitos totais aspirados (TOT) e dias pós 
parto  da aspiração (DPP) de doadoras lactantes da raça Gir (Bos taurus indicus). 
 

 
Figura 3 – Regressão do número de oócitos viáveis aspirados (VIAV) e dias pós 
parto  da aspiração (DPP) de doadoras lactantes da raça Gir (Bos taurus indicus). 
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A influência do escore da condição corporal (ECC) no pós-parto, na 

produção de oócitos viáveis foi significativa (p<0,05), como mostrado na regressão 

(figura 4), quando para cada aumento de um grau no ECC implicou no aumento de 

1,65 estruturas por aspiração nas doadoras lactantes da raça Gir 

 
Figura 4 – Regressão do número de oócitos viáveis aspirados e escore corporal 
ao parto de doadoras lactantes da raça Gir (Bos taurus indicus). 
 

A criação de duas classes de ECC (CECC alto ou maior que 5 e baixo < e 

igual a 5), mostrou que essas classes não afetaram a produção de oócitos e 

blastocistos (tabela 5). 

Tabela 5 - Número médio de oócitos totais, oócitos viáveis e blastocistos, por 
sessão de aspiração da doadora, nas classes de escore corporal (CECC) alto ou 
baixo. Os números são médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das médias 
(EPM). 
CECC         Oócitos viáveis* Oócitos totais* Blastocistos 

Alto (>5; n=54)          25,47±2,67 16,82±1,71 4,37±0,80  

Baixo (<5; n=127)     27,92±3,59 18,60±2,30 5,06±1,07 

CECC = classes de escore corporal pós parto: CECC alto= ECC 6 e 7, ECC baixo 
= 3 a 5. 
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Ao aplicarmos nos modelos a interação tripla: entre classe de escore 

corporal no pós parto (CECC), alta (ECC 6 e 7) ou baixa (ECC 3, 4 e 5), entre 

tratamento de ablação do folículo dominante ou controle não abladas (TRAT) e 

ordem de parto de primíparas ou multíparas de duas ou mais crias (ORD.PART), 

ocorreu um efeito interativo (P<0,01) para oócitos totais, oócitos viáveis e 

blastocistos.  Desta forma, criados oito grupos de vacas, de acordo com classe de 

escore corporal, tratamento e ordem de parto, e ocorreram diferenças para oócitos 

totais, oócitos viáveis e blastocistos. A produção de oócitos totais no grupo 

controle (aspiração em dias aleatórios da onda folicular sem ablação), da CECC 

alta foi maior (p<0,01), para as vacas multíparas em relação as primíparas, 

38,24±3,59 versus 15,49±7,55. A produção de oócitos totais por aspiração, 

também foi maior (p<0,0001), dentro do grupo controle sem ablação do folículo 

dominante antes da aspiração folicular, para as vacas multíparas da CECC alta 

em comparação as da CECC baixa, 38,24±3,59 versus 21,07±3,80. A produção de 

oócitos viáveis no grupo controle (aspiração em dias aleatórios da onda folicular 

sem ablação), da CECC alta foi maior (p<0,0001), para as vacas multíparas em 

relação as primíparas, 25,89±2,30 versus 11,02±4,84. A produção de oócitos 

viáveis por aspiração, também foi maior (p<0,01), dentro do grupo controle sem 

ablação do folículo dominante antes da aspiração folicular, para as vacas 

multíparas da CECC alta em comparação as da CECC baixa, 25,89±2,30 versus 

14,04±2,44.  

Em relação a produção de blastocistos, as primíparas da CECC baixa do 

grupo de ablação do folículo dominante, mostraram maior (p<0,05) produção de 

blastocistos no cultivo in vitro em comparação as do grupo controle, 7,02±1,35 

versus 3,99±1,08 respectivamente.  A produção de blastocistos no grupo controle 

(aspiração em dias aleatórios da onda folicular sem ablação), da CECC alta foi 

maior (p<0,0001), para as vacas multíparas em relação as primíparas, 7,01±1,07 

versus 1,94±2,25. A produção de blastocistos por aspiração, também foi maior 

(p<0,05), dentro do grupo controle sem ablação do folículo dominante antes da 

aspiração folicular, para as vacas multíparas da CECC alta em comparação as da 

CECC baixa, 7,01±1,07 versus 2,17±1,13.  
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Nos modelos estudados, para as características avaliadas de número 

médio de oócitos totais e viáveis, por sessão de aspiração da doadora, entre os 

tratamentos experimentais de ablação do folículo dominante três dias antes da 

aspiração ou do grupo de vacas controle não foram diferentes. Foram encontradas 

diferenças na produção de blastocistos por sessão de aspiração no tratamento de 

ablação do folículo dominante três dias antes da aspiração nas vacas Gir lactantes 

(tabela 6). 

 
Tabela 6 –Número de oócitos totais, viáveis e blastocistos, por sessão de 
aspiração de doadoras Gir (Bos taurus indicus). 

 

Tratamento** Oócitos totais Oócitos viáveis Blastocistos 

Ablação folículo 

dominante 

27,57±3,41 18,02±2,18 5,65±1,02 a 

Grupo controle 25,82±3,27 17,39±2,10 3,78±0,97 b 

*As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. Letras diferentes 
na mesma linha diferem pelo teste do Qui-quadrado. 
**Tratamentos de: ablação do folículo dominante três dias pré aspiração (n=63) e 
grupo de doadoras controle (n=116). 
  

O percentual médio da proporção de blastocistos produzidos em relação ao 

numero total de oócitos totais foi de 19,45±14,59 nas vacas Gir avaliadas. O 

percentual da proporção de blastocistos produzidos em relação ao numero total de 

oócitos viáveis aspirados foi de 31,89±26,05 estruturas. O percentual da 

proporção de blastocistos produzidos em relação ao numero total de oócitos totais 

e viáveis aspirados foi maior (p<0,01) para as vacas Gir lactantes do tratamento 

de ablação do folículo dominante três dias antes da aspiração folicular em relação 

às doadoras aspiradas em dia aleatório do ciclo (tabela 7). 

Também foram encontradas diferenças por sessão de aspiração nas 

doadoras, na proporção de oócitos totais, oócitos viáveis e blastocistos, para os 

meses de realização da aspiração folicular no período experimental (tabela 8). 
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Tabela 7 - Proporção média por sessão de aspiração nas doadoras dos 
tratamentos de ablação do folículo dominante e grupo controle, de blastocistos 
produzidos em relação ao numero de oócitos total e viáveis aspirados. Os 
números são médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das médias (EPM). 
TRATAMENTO        Blast./Oóc. viáveis* 

% 

Blast. /Oóc. totais* 

% 

Ablação fol. Dominant. (n=65)        37,96 ± 5,19 a  25,55 ± 2,82 a 

Grupo controle (n=115)     23,93 ± 4,72 b 15,34 ± 2,57 b 

Blast./Oóc. Viáveis = Blastocistos produzidos em relação ao número de oócitos 
viáveis. Blast. /Oócitos totais = Blastocistos produzidos em relação ao número total 
de oócitos aspirados. *As diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,05. Letras diferentes na mesma coluna diferem. 

 

   

Tabela 8 - Proporção média por sessão de aspiração nas doadoras de oócitos 
totais, oócitos viáveis e blastocistos, no mês de aspiração folicular. Os números 
são médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das médias (EPM). 
 

VARIÁVEL 

Blast./Oóc. viáveis* 

% 
Blast. /Oóc. totais* 

% 
n 

Mês da aspiração    
MESASP 04 16,42±12,9 b 10,93±7,02 bc 9 
MESASP 05 10,87±8,48 b 06,15±4,61 c 24 
MESASP 06 40,44±7,02 a 26,95±3,82 a 37 
MESASP 07 39,76±6,05 a 25,61±3,29 a 41 
MESASP 08 23,62±5,28 ab 15,40±2,87 ab 41 
MESASP 09 40,14±5,48 a 24,56±2,98 a 32 
MESASP 10 45,35±9,88 a 26,49±5,38 a 9 
*As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,01. Letras diferentes 
na mesma coluna diferem. 
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8. DISCUSSÃO 
Neste trabalho não foi feita nenhuma contagem pré aspiração, porem a 

literatura referencia ser o número de folículos presentes nos ovários uma das 

principais fontes de variação nos resultados da superovulação (VIANA et al., 

1999), e fundamentalmente, que o recrutamento folicular tem sido sugerido como 

critério de seleção para doadoras de oócitos e embriões (BONI et al., 1997). 

Embora, não tenhamos feita esta avaliação prévia, já que a literatura em trabalhos 

com fêmeas Zebuínas tem mostrado que não ocorre diferença estatística com 

relação ao total de folículos visualizados na ultrassonografia com a relação do total 

de estruturas e oócitos viáveis recuperados através da OPU no momento da 

aspiração folicular (MELO, 2008).  

A literatura relata que o número de folículos de cada classe de tamanho e, 

conseqüentemente, a população folicular total presente nos ovários de vacas da 

raça Gir, variam ao longo do ciclo estral, sendo o número máximo de folículos 

disponíveis observado no quarto dia do ciclo (FERREIRA et al., 2004). A produção 

de oócitos total observada teve variação entre as vacas avaliadas, com extremos 

de uma a 91 estruturas, e com repetição entre as aspirações da mesma doadora. 

A literatura cita que, Cruz e colaboradores (2009), encontraram taxa média de 

oócitos aspirados de 4,6 estruturas por sessão em fêmeas bovinas da raça Devon 

(Bos taurus), e 16,3 oócitos na raça Nelore (Bos indicus). Rubin e colaboradores 

(2005), avaliando a infuência do grau de sangue Zebuíno na produção de oócitos 

revelaram que para os animais da raça Aquitânica (Bos taurus), a média foi de 3,7 

oócitos por aspiração, para os animais da raça Canchim 13,6 e para as doadoras 

da raça Nelore de 18,4 estruturas. Esses resultados mostram que aumentando a 

porcentagem de sangue Bos indicus na composição racial, há também um 

aumento na produção de oócitos. Portanto, o número de oócitos totais aspirados 

nas vacas Gir deste trabalho mostram o potencial deste grupo de doadoras da 

raça Gir para a biotecnologia utilizada, assim como a utilização de doadoras 

lactantes. A superioridade de produção de oócitos por raças Zebuínas foi 

demonstrada por vários autores (NONATO JÚNIOR et al, 2004; RUBIN et al., 

2004). Resultados obtidos anteriormente (RUBIN et al., 2004) relataram uma 
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média de 25 oócitos por sessão de aspiração folicular, números ligeiramente 

inferior ao do grupo de vacas estudadas. 

O objetivo do tratamento de ablação do folículo dominante neste trabalho, 

com resultados superiores ao grupo controle quanto ao número de blastocistos e 

conversão oócitos em blastocistos, está apoiado nos resultados de Melo (2008), 

que obteve maior número de oócitos total e maior percentagem de blastocistos 

quando as doadoras foram aspiradas no terceiro e quinto dia após sincronização 

da onda com ablação do folículo dominante. Em trabalho recente (CERRI et al., 

2009a) com vacas holandesas lactantes, foi observada maior proporção de 

embriões degenerados naqueles provenientes de ovulações onde a dominância 

folicular foi mais prolongada. Em contrapartida, folículos que ovularam mais 

precocemente após o estabelecimento da dominância, produziram maior 

porcentagem de embriões viáveis. Portanto, no presente experimento, a ablação 

favoreu a quantidade dos embriões, por não ter exposto os demais folículos a 

dominância, o que ficou comprovado através da melhor qualidade dos oócitos, em 

virtude da significante maior conversão de oócitos totais e viáveis em blastocistos 

no grupo de ablação do folículo dominante. Estes resultados estão de acordo com 

ampla literatura, que demonstra melhora da qualidade com a sincronização da 

onda e redução do efeito da dominância (WIT et al., 2000; VASSENA et al., 2003 

MELO, 2008; CERRI et al., 2009). Quando a aspiração folicular é realizada 

independentemente da fase do ciclo estral, mais de 85% dos folículos ovarianos 

são atrésicos, e existem fortes evidências de que o estágio de desenvolvimento do 

folículo é importante para determinar a qualidade do oócito (SIRARD et al., 1999; 

CASTILHO et al., 2007). 

Na raça Nelore, o número de folículos disponíveis para a aspiração folicular, 

apresenta variações conforme a fase de crescimento folicular, sendo o início da 

onda o momento mais favorável para a recuperação, pelo maior número de 

folículos e pela melhor eficiência na captação dos oócitos a partir de folículos 

menores (SENEDA et al., 2001). Na literatura é relatado, que apesar de ser 

influênciada pelo padrão de crescimento e pela regressão dos folículos 

dominantes, a principal fonte de variação no número de folículos presentes é o 
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padrão individual de recrutamento folicular, particularmente durante o período 

correspondente à primeira onda de crescimento folicular (FERREIRA et al., 2004). 

Neste trabalho, foi observada ampla variação individual e repetitiva entre as 

doadoras avaliadas, quanto ao número de estruturas recuperadas e cultivadas. 

Leivas e colaboradores (2003), também observaram que houve significativa 

variação na média do número de estruturas aspiradas entre as doadoras Bos 

indicus, submetidas ao mesmo número de sessões de OPU. Apesar do 

semelhante potencial entre os indivíduos da mesma raça, a variabilidade individual 

entre doadoras na produção de uma população viável de folículos pode influênciar 

os resultados da aspiração folicular (OPU) (SENEDA et al., 2006). Além disso, a 

literatura revela que parâmetros reprodutivos como o recrutamento e 

desenvolvimento folicular podem variar amplamente mesmo entre pares de 

gêmeas monozigóticas (MACHADO et al., 2003). Merton e colaboradores (2009), 

demonstraram a influência genética da doadora nos resultados de aspirações, 

tanto para quantidade de oócitos, como para o número de embriões produzidos, e 

que a herdabilidade para morfologia e competência oócitaria foram menores, mas 

ainda presentes. Estes achados são similares ao do experimento com as vacas 

Gir lactantes. 

Não foram encontrados relatos na literatura com refêrencia ao número ou 

qualidade de oócitos de OPU de doadoras lactantes Bos indicus. Dentre as formas 

de controle do crescimento folicular, o tratamento com progesterona e estradiol 

têm sido eficazes para promover a atresia dos folículos em desenvolvimento e a 

emergência de uma nova onda folicular três a cinco dias após, devido à ação 

inibitória destes dois hormônios sobre o FSH (BÓ et al., 1994, 2006). Através da 

administração de duas milígramas de benzoato de estradiol e 50 mg de 

progesterona no momento da inserção do implante de progestágeno, foi possível 

observar a emergência de uma nova onda folicular, em média após quatro dias 

(BARUSELLI et al., 2006; MORENO et al., 2001). Adicionalmente, somente a 

aspiração folicular do folículo dominante, também pode controlar o crescimento 

folicular, promovendo a emergência de uma nova onda folicular após um a dois 

dias (BERFELT et al., 1994; CAVALIERI et al., 2001). Hagemann e colaboradores 
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(1999), relataram um efeito supressivo do folículo dominante no tamanho e 

competência dos outros folículos. Hendricksen e colaboradores (2004), aspirando 

oócitos de folículos em três estágios da onda folicular, observaram que a presença 

do folículo dominante pode decrescer a capacidade de desenvolvimento dos 

folículos derivados dos folículos subordinados. Neste experimento, a aspiração de 

folículos no período inicial de crescimento também foi favorável, semelhante a 

vários grupos de pesquisa, que concluíram ser o início da onda o melhor momento 

para a aspiração, considerando-se a qualidade dos oócitos e o potencial de 

desenvolvimento embrionário (CASTILHO et al., 2007; HENDRIKSEN et al., 2004; 

MACHATKOVA et al., 2004; MELO, 2008). No entanto, o tratamento de ablação 

não influenciou no número de oócitos totais e viáveis, porem, o número de 

blastocistos, foi influenciado com maior produção para as vacas deste tratamento 

confirmando a hipótese testada. 

Não ocorreu diferença no número de estruturas (oócitos e embriões) por 

aspiração entre as classes de dias pós-parto, embora no número de oócitos totais 

por aspiração (p=0,08), e no número de oócitos viáveis por aspiração (p=0,06) 

(figura 3), com uma tendência, de que estas estruturas fossem em maior número, 

quanto mais distante da data do parto, foi realizada a aspiração folicular. No 

anestro pós parto quando ocorre a involução uterina, esta é influênciada 

principalmente pela condição puerperal (EL et al., 1995). Este trabalho foi 

delineado com objetivo de comparar a produção de oócitos totais e viáveis nas 

aspirações próximas da data do parto, no entanto, os resultados contrariaram a 

hipótese testada, de que haveria menor produção e qualidade das estruturas no 

pós-parto recente (menos de 30 dias). Embora, tenha-se delineado para aspirar 

um grupo de vacas com 14 dias pós-parto calculado pela data de previssão com 

290 dias após data da inseminação, como o trabalho era realizado no mesmo dia 

da semana, durante o período experimental, ocorreram sessões em animais com 

aspirações realizadas até 10 dias de pós-parto. Por outro lado, diante da 

informação de Bacelar e colaboradores (2010), que concluiram que o uso de 

protocolo de controle hormonal com associação de progestágenos, estrógenos e 

prostaglandina, foi mais eficaz na obtenção de oócitos, e proporcionou maior 
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facilidade na manipulação dos ovários durante a aspiração, em razão da redução 

significativa de corpos lúteos, bem como pela maior homogeneidade no tamanho 

dos folículos no momento da aspiração (maior o número de folículos < 5mm), no 

nosso experimento também pode ter ocorrido estes mesmos fenômenos. Portanto, 

de acordo com trabalhos anteriores feitos no mesmo rebanho em estudo 

(FERREIRA et al., 2007), que demostraram doadoras com ciclicidade e presença 

de CL somente a partir de 26 dias pós parto. Neste trabalho, no grupo de vacas da 

classe com no máximo 34 dias de pós parto, provavelmente não ocorreu a 

presença de corpo lúteo (CL), o que teria facilitado a aspiração. Ferreira e 

colaboradores (2007), trabalhando as multíparas da raça Gir deste mesmo 

rebanho, em boas condições corporais no pré-parto, e nutrição adequada no pós-

parto, encontraram resultados da primeira ovulação após o parto ocorrendo em 

média aos 63,2  23,4 dias pós-parto, com o mínimo de 26 e máximo de 104 dias. 

Os autores também relataram que o intervalo parto ao primeiro cio fisiológico (ciclo 

curto de oito a 12 dias precedendo ciclo normal de 19 a 22 dias), foi em média de 

71,3  21,3 dias, com o mínimo de 34 e máximo de 111 dias do pós parto. Estes 

autores, citaram que o ciclo curto detectado entre nestas vacas Gir foi de 8,7  1,6 

dias, com valores mínimo e máximo de seis e 12 dias e foi detectado em 86,6 % 

das vacas. 

O intervalo de parto ao primeiro cio foi de 115±47,7 dias, com 

manifestações no período mínimo de 28 dias e máximo de 221 dias. Estes 

números permitem afirmar que as aspirações realizadas com este período de 

serviço, podem proporcionar intervalo de parto nas doadoras de aproximadamente 

13 a 15 meses. Galli e colaboradores (2001) observaram que praticamente todas 

as doadoras vazias entram em cio de dentro de duas semanas a partir da última 

aspiração de oócitos, e podem ser inseminadas com êxito. Lopes (2003), 

trabalhando com primíparas Zebuínas leiteiras com produção de leite de até 1.500 

kg para 236 dias de lactação, citam intervalos do parto ao primeiro cio em média 

de 113,7 ± 28,7 dias, variando de 67 a 173 dias, e intervalos maiores nas vacas 

que atingiram o pico de lactação mais tardiamente e naquelas com produção 

inicial elevada.  
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Ferreira e colaboradores (2007) destacaram que pode haver dificuldades 

para a concepção, se não existir uma boa condição corporal ao parto e um ganho 

de peso subseqüente, o que provavelmente contribuem para a obtenção de 

intervalo de partos próximos dos 12 meses e ideal para um sistema de produção 

(FERREIRA et al., 2005b). A detecção do primeiro cio pós-parto encontrada por 

Ferreira e colaboradores (2007), trabalhando neste mesmo rebanho, de 

aproximadamente 80 dias, pode ser explicada pela condição corporal das vacas 

estudadas, que foi próxima de sete no parto e cinco no momento da detecção do 

estro, caracterizando bom escore ao parto e bom plano nutricional no pós parto. 

Estes achados estão de acordo com vários autores, com as afirmações de que 

vacas mobilizam reservas corporais para produção de leite, e que a perda 

significante de peso corporal, e a diminuição do ECC no pós parto, acarretam o 

atraso no inicio da atividade ovariana pós-parto (DIAS, 1991; FERREIRA & 

TORRES, 1993; GALLO et al., 1996). Portanto, ocorre uma correlação negativa 

entre ECC ao parto e a duração de anestro pós-parto (DIAS, 1991). A condição 

corporal no dia do parto provavelmente constitui um dos fatores mais importantes 

que afetam a fertilidade subseqüente (MONTIEL & AHUJA, 2005). O escore 

corporal cinco ao parto (escala de 1 a 9) é importante para assegurar um 

desempenho da reprodução aceitável no pós parto de vacas multíparas 

(FERREIRA & TORRES, 1993). Ferreira e colaboradores (2005b), sugerem que o 

escore seis ou maior ao parto (escala de 1 a 9), conduzem a manifestação do 

primeiro cio antes de 90 dias pós parto, o que é condizente com melhores 

desempenhos reprodutivos, e está de acordo com achados de maior desempenho 

reprodutivo nas vacas de melhor condição corporal. No experimento ocorreu efeito 

interativo com a produção de oócitos totais por aspiração maior dentro do grupo 

controle sem ablação do folículo dominante antes da aspiração folicular, para as 

vacas multíparas da CECC alta em comparação as da CECC baixa. Uma das 

melhores medidas de performance reprodutiva é o intervalo de partos, sendo 

considerado ideal de 12 meses, para que se obtenha o máximo da eficiência 

reprodutiva de uma fêmea bovina, embora, em vacas de corte com cria ao pé, 

especialmente primíparas (YAVAS & WALTON, 2000), e vacas leiteiras com baixo 



78 
 

 
 

ECC no pós-parto (BUTLER, 2003) são as categorias que apresentam maior 

incidência de anestro pós-parto prolongado e consequente aumento do intervalo 

de partos. Segundo a literatura, em vacas de leite, podemos verificar a existência 

de uma condição corporal ideal para cada fase da lactação e esta é uma 

ferramenta que permite monitorar e otimizar a produção de leite, minimizar os 

problemas reprodutivos e maximizar o retorno econômico, tanto em Bos taurus 

(GEARHART et al., 1990) quanto em Bos indicus (FERREIRA et al., 2005b). Por 

outro lado, a baixa condição corporal ao parto também reduz taxas de prenhez ao 

primeiro serviço e aumenta os dias em aberto (LOPEZ-GATIUS et al., 2003). Além 

de que, uma maior perda da condição corporal no início da lactação, também está 

relacionada com uma pior capacidade reprodutiva (PRYCE et al., 2001). Na 

literatura parece haver consenso em relação à condição corporal, de que animais 

subnutridos seriam doadores de oócitos com menor capacidade para 

desenvolverem-se até blastocisto (LOPEZ RUIZ et al., 1996), e há indícios de que 

animais submetidos à situações de estresse também seriam doadores de oócitos 

menos competentes (SENEDA et al., 2000). Segundo Dominguez (1995), a 

proporção de oócitos normais diminuiu com o aumento do tamanho folicular e 

aumenta com o escore da condição corporal nos folículos pequenos e médios, e 

concluíram que os mecanismos de redução de fertilidade em vacas de pior 

condição corporal, parecem estar relacionados aos efeitos sobre o número e 

qualidade dos folículos.   

O percentual de oócitos viáveis em relação aos oócitos totais foi de 64,2%, 

um pouco abaixo do relatado por Rubin (2006), que ao analisar as particularidades 

reprodutivas das vacas da raça Nelore (Bos indicus) no processo de produção in 

vitro de embriões em larga escala, ao final de 1504 aspirações, obteve-se 27.966 

oócitos, sendo 22.809 (81,6%) viáveis. Como estes autores não relataram o 

estádio fisiológico das doadoras, com o menor percentual encontrado no presente 

experimento, não podemos afirmar se estão relacionados ao fato de serem vacas 

lactantes, ou se inerentes a raça Gir.  

Não ocorreram diferenças para o número de oócitos totais e viáveis e no 

número de blastocistos entre sessões de aspiração. Diferentes protocolos de 
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aspiração folicular tem sido descritos na literatura quanto ao intervalo das 

aspirações, e seus resultados, mostram trabalhos com 48 e 96 horas (SIMON et 

al., 1993), semanais (GOODHAND et al., 1999) e de aspirações duas vezes por 

semana (GIBBONS et al., 1994). No entanto, intervalos de três a cinco dias foram 

considerados ideais para proporcionar o maior número de oócitos viáveis (GALLI 

et al., 2001). Merton e colaboradores (2003) consideraram que a OPU quando 

realizada de forma descontínua (entre o início do estro e 12 dias após), permitiu 

que as doadoras retornassem a ciclicidade de forma natural, não afetando a 

função ovariana. Neste trabalho, as doadoras retornaram ao estro 

aproximadamente 115±47,7 dias após o parto, e caso fossem fertilizadas 

permitiria o intervalo de partos estaria dentro da média do rebanho estudado de 

13,5 a 14,5 meses (LEDIC et al., 2006).  Entretanto, a OPU contínua pode alterar 

o período de ovulação. Os estudos demonstraram que o número de oócitos não 

diferiu em ambos os esquemas de aspiração, mas sugeriram que a OPU 

descontínua seja aplicada (PETYIM et al. 2003). 

Ao aplicarmos nos modelos a interação tripla: entre CECC alta ou baixa, 

entre tratamento de ablação do folículo dominante ou controle não abladas e 

ordem de parto de primíparas ou multíparas, ocorreu um efeito interativo (P<0,01) 

para oócitos totais, oócitos viáveis e blastocistos. No entanto, devido ao escore 

corporal pós-parto que não era possível de ser previamente delineado, ocorreu 

que o numero de repetições foi baixo em alguns grupos de doadoras. Porem, 

ocorreu uma maior produção de oócitos totais por aspiração, nas vacas multíparas 

do grupo controle de ECC alta, sendo que o desempenho superior para as vacas 

de melhor condição. Também, na produção de oócitos viáveis por aspiração, 

ocorreu um melhor desempenho dentro do mesmo grupo controle nas vacas 

multíparas, com as doadoras da classe de ECC alta produzindo mais estruturas 

em comparação com as vacas da classe de escore corporal baixa. Estes 

resultados estão de acordo com Lopez Ruiz e colaboradores (1996), que também 

citam que animais com baixa condição corporal apresentam uma redução na 

produção de oócitos de boa qualidade. 
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É importante ressaltar que a condição corporal pós-parto é reflexo, do 

estado nutricional pré-parto, sendo que a função reprodutiva é mais afetada pelos 

níveis de energia antes do parto do que depois deste (PERRY et al., 1991). E 

pesquisadores trabalhando com animais Bos indicus também verificaram que 

nesta subespécie, a condição corporal ao parto tem maior influência na duração 

do anestro pós-parto do que a alimentação no pós-parto (RUAS et al., 2000). Além 

disso, Ferreira & Torres (1993) observaram que a percentagem de perda de peso 

para cessar a atividade ovariana luteal cíclita não depende do peso vivo inicial e 

sim do ECC. Estes autores afirmaram que a alta correlação entre percentagem de 

perda de peso e escore final (r = 0,95) mostrou que para animais de condição 

corporal inferior, uma menor percentagem de perda de peso é capaz de cessar a 

atividade ovariana. Da mesma forma, estudos mostraram a associação da nutrição 

à queda da fertilidade, principalmente em vacas leiteiras e identificaram como 

causas potenciais o balanço energético negativo (BEN), evidenciado pela queda 

no ECC pós-parto (MOREIRA et al., 2000; LOPEZ-GATIUS et al., 2002). Isto 

permite afirmar que as vacas que parem em pior condição corporal, não teriam 

como recuperar no início da lactação, o que resultaria sempre em baixo 

desempenho reprodutivo, de acordo com os resultados deste estudo nas 

características avaliadas. Segundo Beam & Butler (1997), o atraso na ovulação 

pós-parto está diretamente associado ao estado energético da vaca, ou seja, 

quanto maior o BEN, maior o tempo para retorno a ciclicidade, bem como a efeitos 

adversos na eficiência reprodutiva subseqüente da vaca, confirmando que tanto 

em produção in vivo como in vitro, a perda da condição corporal compromete o 

desempenho reprodutivo. Foi observado neste estudo, para primíparas pior 

desempenho na produção in vitro, associado com condição corporal mais baixa no 

pós-parto. 

O número de parições tem influência na duração do período de anestro, 

sendo que este tende a diminuir com o decorrer das parições durante a vida da 

vaca, e o intervalo pós-parto geralmente é mais longo em vacas primíparas do que 

em multíparas (BELLOWS et al., 1982; YAVAS & WALTON, 2000). Pelo fato das 

vacas mais jovens ainda apresentarem-se em fase de crescimento após o parto, e 
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terem maior exigência nutricional, com conseqüente balanço energético negativo 

mais pronunciado, seria esperado menor desempenho reprodutivo. Nas vacas 

avaliadas neste experimento, ocorreram diferenças nos intervalos do parto ao 

primeiro cio, com período maior para as primíparas, no entanto, nos aspectos da 

produção in vitro, com relação à produção de oócitos totais, oócitos viáveis e 

blastocistos por aspiração, não ocorreram diferença entre as doadoras nas ordens 

de parto estudadas. Adamiack e colaboradores (2005), avaliando novilhas Bos 

taurus cruzadas de Angus x Holandes, concluíram que os efeitos da alimentação 

na qualidade do oócito são dependentes da ECC inicial da novilha, e que os 

efeitos da alimentação na qualidade de ovócitos ao longo do tempo são 

cumulativos. Estes achados confirmaram que o ECC das doadoras no inicio da 

lactação possa influênciar seu desempenho reprodutivo nas características 

avaliadas, conforme os resultados deste estudo. 
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9. CONCLUSÕES 
 

I. A ablação do folículo dominante pré aspiração folicular produziu maior 

número de oócitos totais e viáveis, do que sessões de aspirações nos 

períodos aleatórios da onda folicular, nas vacas Gir primíparas de baixa 

condição corporal no pós parto. 

 

II. A ablação do folículo dominante pré aspiração folicular produziu maior 

número de blastocistos, do que sessões de aspirações nos períodos 

aleatórios da onda folicular, nas vacas Gir lactantes. 

 

III. A ablação do folículo dominante pré aspiração folicular favoreceu a 

conversão de oócitos totais e viáveis em blastocistos nas vacas Gir 

lactantes. 

 

IV. Os oócitos aspirados de vacas lactantes da raça Gir, na fase inicial do 

puerpério, antes de 30 dias do pós-parto, tiveram a mesma competência 

oocitária e produziriam número similar de blastocistos, do que oócitos 

obtidos em aspirações em períodos mais tardios do pós-parto. 

 

V. As vacas lactantes da raça Gir produziram maior número de oócitos totais, 

viáveis e blastocistos em função do escore corporal pós-parto, sendo o 

número destas estruturas superior paras as vacas de melhor condição. 
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CAPITULO 3 
 
PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES E PRENHEZ DE DOADORAS DA 
RAÇA GIR (Bos taurus indicus) SEGUNDO A ÉPOCA DA ASPIRAÇÃO, A 
IDADE, DNA MITOCONDRIAL DA VACA E O EFEITO DO TOURO. 

 
1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é detentor do maior rebanho comercial bovino do mundo. 

Entretanto, a pecuária nacional ainda encontra-se em desenvolvimento, e o país, 

apesar de estar entre os maiores produtores mundiais de carne, e possuir 

potencial para ser grande exportador de leite e derivados, possui baixa taxa de 

desfrute. Ao analisar o rebanho, de aproximadamente 200 milhões de cabeças, 

verifica-se por várias razões, tanto estruturais quanto de conjuntura, que o efetivo 

do rebanho bovino brasileiro está diminuindo. Porém, a demanda por proteína 

animal crescente torna o aumento de produtividade vital para o setor de 

bovinocultura e interessante do ponto de vista técnico e econômico. O modelo de 

criação dominante, as precárias condições de exploração e o baixo nível 

tecnológico empregado, são os principais motivos da baixa eficiência reprodutiva 

de nossas matrizes e consequentemente, de sua baixa produtividade. Além disso, 

para o desenvolvimento de estratégias que melhorem o desempenho reprodutivo 

de raças Bos indicus é necessário compreender melhor a fisiologia reprodutiva e 

suas implicações nos programas de melhoramento animal. 

As raças Zebuínas e seus cruzamentos apresentam grande importância na 

formação da pecuária brasileira, representando cerca de 80% do efetivo bovino 

nacional. A raça Gir exerce destacado papel neste contexto por ser uma raça que 

incorpora rusticidade, produtividade e docilidade, sendo ainda eficiente na 

produção de leite a baixo custo, principalmente quando utilizada em cruzamentos 

com animais de raças especializadas para a produção leiteira, sendo por isso uma 

das principais raças Zebuínas utilizadas para esse fim.  

A Produção in vitro de embriões bovinos (PIV) é uma biotécnica de 

interesse econômico, que aliada à utilização de sêmen sexado possibilita a 
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obtenção de fêmeas de valor genético superior (GARCIA et al, 2003; BARUSELLI 

et al., 2006; CAMARGO et al., 2006). O desenvolvimento da metodologia de 

produção in vitro de embriões (PIV) para maximizar o ganho genético e a 

produção animal a custo baixo é um desafio de pesquisa científica há vários anos, 

e a produção em escala comercial de embriões a partir de oócitos puncionados 

dos folículos ovarianos pode aumentar os benefícios do progresso genético entre 

gerações e contribuir para os programas de melhoramento genético ou produção 

animal (RUMPF, 2007). 

A tecnologia de transferência de embriões em doadoras Zebuínas leiteiras 

pelos métodos convencionais através de protocolos de superovulação e coleta de 

embriões, aplicados após a vaca findar a lactação, não permite a continuidade da 

vida produtiva da matriz. A transferência de embriões coletados após 

superovulação tem como limitante o número de embriões produzidos e o número 

de protocolos aplicados a doadora. A variabilidade da resposta ovariana nos 

diferentes tratamentos superovulatórios, tais como droga, dosagem, duração e 

protocolos, interfere nos resultados, assim como fatores inerentes a fisiologia da 

doadora como: idade, época do ano, estado nutricional e histórico reprodutivo (BO 

et al., 2002). Em função destas limitações a PIV, incluindo aspiração folicular 

(OPU), maturação, fertilização, sêmen sexado e cultivo embrionário, é um 

exemplo de avanço rapidamente incorporado ao setor produtivo, e que resulta em 

avanços significativos para a pecuária nacional, demonstrando a importância do 

investimento em pesquisa e desenvolvimento tecnológico nesta biotecnologia 

(GARCIA et al, 2005; VIANA & CAMARGO, 2007). 

O presente trabalho visou identificar os efeitos: da idade e do DNA 

mitocondrial de doadoras Gir, da época da aspiração (mês e ano) e do touro sobre 

a produção de oócitos e embriões de PIV. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
A fazenda experimental Getúlio Vargas em Uberaba MG, possui um dos 

mais tradicionais rebanhos Gir de aptidão leiteira do país. Fundada em 1948, 

quando foram adquiridas matrizes de fazendas particulares da região, que com 

algumas das vacas Gir já existentes na propriedade participaram da formação 

inicial do rebanho. Nos anos 1952 e 1962, foram adquiridos de diversos criadores 

novos grupos de vacas. Após essa última aquisição de animais, houve pouco 

ingresso de fêmeas no rebanho (LEDIC et al., 2004), formando, deste modo, um 

rebanho com várias origens e com os diferentes tipos de linhagens citoplasmáticas 

(fêmeas fundadoras do rebanho), cada uma com várias gerações de 

descendentes. 

A produção in vitro (PIV) de embriões bovinos compreende três etapas 

desenvolvidas no laboratório: a maturação in vitro (MIV), a fecundação in vitro 

(FIV) e o cultivo de desenvolvimento embrionário in vitro (CIV) até os estádios de 

mórula ou blastocisto, quando poderão ser transferidos ou criopreservados. A 

obtenção de oócitos disponíveis para PIV ocorre através da técnica de aspiração 

folicular transvaginal, ou OPU (ovum pick up), e a OPU tem sido a melhor opção 

para a recuperação de oócitos in vivo na espécie bovina (BOLS et al., 2004). A 

PIV mostrou ser uma alternativa à superovulação convencional para a produção 

de embriões, possibilitando a obtenção de um maior número de gestações de uma 

doadora em determinado período de tempo (BOUSQUET et al., 1999). 

A produção in vitro de embriões (PIV), tem sido alvo de muitas pesquisas e 

estudos com o intuito de melhorar a sua utilização comercial, já que um dos 

principais problemas atuais da técnica é a variabilidade nos resultados do 

desenvolvimento in vitro dos embriões, uma vez que, em média, apenas 30% dos 

oócitos maturados se desenvolvem até o estádio de blastocisto, e também 30% 

dos embriões desenvolvem em gestações a termo (GARCIA et al., 2003). Para a 

obtenção de melhores resultados com a técnica, muitos estudos foram realizados 

visando avaliar individualmente cada uma das três etapas, procurando ajustar da 

melhor maneira possível, todas as variáveis envolvidas no processo. 
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A eficiência do procedimento de aspiração folicular transvaginal está 

diretamente relacionada à metodologia adequada, sendo que as variáveis técnicas 

para a obtenção de oócitos possuem considerável impacto sobre a quantidade e a 

morfologia dos complexos cumulus oophorus (CCOs), e conseqüentemente sobre 

a competência para o desenvolvimento (BOLS et al., 1997). Outro aspecto 

relevante está relacionado às variações individuais entre doadoras, considerando-

se peso, idade, variação, raça, época, entre outros. Relatos de oócitos de 

qualidade inferior em animais senis são freqüentes. Looney e colaboradores 

(1994), relataram a possibilidade de aspiração folicular nos animais bastante 

jovens, e Brogliatti & Adams (1996) obtiveram oócitos de bezerras com apenas 

seis semanas de idade com a utilização de um transdutor adequado. A origem dos 

oócitos apresenta um significativo impacto para o seu potencial desenvolvimento. 

Os animais senis produzem poucos oócitos e com baixo percentual de 

desenvolvimento, além da baixa qualidade devido ao pequeno número de 

camadas de células do cumulus (GARCIA et al., 1999). Parece haver um 

consenso quanto à condição corporal, em que animais subnutridos seriam 

doadores de oócitos com menor capacidade para desenvolverem-se até 

blastocisto (LOPEZ RUIZ et al., 1996), e há indícios de que animais submetidos à 

situações de estresse também seriam doadores de oócitos menos competentes 

(SENEDA et al., 2000).  

O envelhecimento reprodutivo manifesta-se de maneira distinta no macho e 

na fêmea. No macho, está ligado à perda gradual das funções testiculares, já na 

fêmea, ocorre exaustão completa das células germinativas, perda completa da 

fertilidade ou diminuição abrupta na circulação dos esteróides gonadais (ADAMS, 

1984; PACKER et aI., 1998; BROEKMANS et al., 2007). O período pós 

reprodutivo nas fêmeas, caracterizado pelo tempo entre a última ovulação e a 

morte, é documentado em humanos, animais selvagens e de laboratório, e 

representa mais de 25% da vida total do indivíduo (ADAMS, 1984; PIRKE & 

DOERR, 1973; WAGNER et al., 1991).  

Durante a vida embrionária da fêmea, as células germinativas proliferam-

se, originando milhões de oócitos. Ao nascimento, ocorre redução drástica do 
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número dos oócitos e quando a fêmea alcança a puberdade, os ovários possuem 

menos de 20% dos folículos primordiais presentes ao nascimento. A perda 

folicular é atribuída a fatores que levam à degeneração dos folículos (MEYERS et 

al., 1984; PACKER et al., 1998). Durante a vida reprodutiva, o decréscimo 

exponencial dos oócitos ocorre devido ao processo de recrutamento e atresia 

folicular presente em cada ciclo estral (WAGNER et al., 1991; PACKER et al., 

1998; ESHERE, 2005).  

Nos animais domésticos, o declínio da fertilidade é caracterizado por 

diminuição da taxa de prenhez e do número de filhotes por parto, aparecimento de 

ciclos longos intercalados com ciclos normais, aumento da ocorrência de 

mortalidade embrionária, abortos, natimortos, perdas pós-parto decorrentes de má 

qualidade dos gametas e maior dificuldade uterina em sustentar gestações (PIRK 

& DOERR, 1973; HEMSELL et al., 1974; HAFEZ, 1995). Em estudo desenvolvido 

(KRETSER et aI. 1995), com cadelas com idades entre 9 e 17 anos, foram 

observadas patologias uterinas, como hiperplasia endometrial, atrofia e neoplasias 

uterinas e mamárias em 66% dos animais. As concentrações circulantes de 

hormônio anti-mülleriano podem ser um  indicador mais preciso da idade 

reprodutiva e da reserva de folículos ovarianos primordiais, em animais assim 

como em humanos (KEVENAAR et al, 2006; LA MARCA&VOLPE, 2006). Um 

declínio na contagem de folículos antrais (SCHEFFER et al, 1999), uma resposta 

ovariana superovulatório reduzida, e menor recuperação de ovulos e consequente 

produção embrionária, tem sido observada em mulheres mais velhas (KIM, 1995; 

DEW et al, 1998). Da mesma forma, as vacas mais velhas tendem a ter menos 

folículos ≥ 9 milímetros, após superestimulação ovariana (MALHI et al., 2006). 

Além disso, Malhi (2005) verificou que mudanças no perfil hormonal e tamanho 

folicular de fêmeas bovinas idosas foram consistentes às relatas em mulheres na 

transição para a menopausa, o que validou a utilização do modelo bovino para 

estudos referentes à senescência reprodutiva da mulher.  

É bem estabelecido que a população de oócitos é fixada durante a fase 

embrionária e as fêmeas já nascem com um estoque não renovável e, portanto, 

finito, de folículos (TALBERT, 1977). Com o decorrer da vida reprodutiva, uma 
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parcela destes folículos será recrutada para crescer, desenvolver, diferenciar e 

ovular. A maioria dos folículos nunca sofrerá este processo de desenvolvimento e 

entrariam em atresia (WISE et al., 1997). A viabilidade dos oócitos maduros 

produzidos durante a fase de maior declínio da fertilidade foi estabelecida em 

experimentos de transferência de oócitos entre camundongos (TALBERT & 

KHRON, 1977). O envelhecimento dos oócitos pode ocorrer em qualquer estágio 

do desenvolvimento folicular, no atraso de sua liberação na ovulação e na demora 

da penetração pelo espermatozóide (ADAMS, 1984). A causa para a deterioração 

dos oócitos devido à idade tem sido alvo de debates científicos, apesar do 

consenso sobre o principal mecanismo envolvido, que é o problema de não 

disjunção meiótica e o acúmulo de danos no DNA com o avançar da idade 

(NIKOLAOU & TEMPLETON, 2004). A qualidade oocitária é o fator primário que 

afeta a performancereprodutiva em éguas velhas e mulheres, apesar das causas 

associadas a esse processo ainda não estarem bem definidas (CARNEVALE, 

2008). 

A fertilidade na vaca pode ser alterada por erros de manejo, fatores 

nutricionais e ambientais. Esses, por sua vez, podem mascarar efeitos da idade 

(BEARDEN & FUQUAY, 1984; GORDON, 1996). Erickson (1966), ao avaliar 

ovários de vacas Holandesas retirados cirurgicamente e também coletados em 

abatedouros, encontrou folículos normais em vacas com idade superior a 10 anos, 

além da presença de folículos atrésicos predominando em idades avançadas. 

Exaustão folicular ovariana ocorre entre 15 e 20 anos na vaca, que pode viver 

além do período pós reprodutivo por seis anos em média (VOM SAAL et al., 

1994). 

Características endócrinas e reprodutivas de envelhecimento dos ovários, 

foram caracterizados numa série de recentes estudos em que vacas velhas foram 

comparadas com as filhas (MALHI et al., 2008). As concentrações circulantes de 

FSH foram consistentemente mais elevadas em vacas velhas do que nas suas 

filhas, e o modelo esperado de secreção de FSH e a onda de emergência, o 

recrutamento, foi mantido em vacas velhas, ou seja, cada onda folicular ovariana 

foi precedida por uma onda de FSH circulante. Apesar dos elevados valores de 
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FSH, menos folículos de 4-5 mm foram recrutados em cada onda folicular em 

vacas velhas quando compararada com a dinâmica das suas filhas. Esta 

interessante relação inversa entre o número de folículos recrutados em uma onda 

e as concentrações máximas de FSH também tem sido relatada em estudos que 

documentam a repetibilidade do número de folículos entre indivíduos. Ciclos com 

duas ondas de crecimento folicular ocorreram em 60% dos ciclos estrais de vacas 

velhas e com três padrões de ondas ocorreu no restante, da mesma forma que as 

suas filhas (MALHI et al., 2008). A maioria dos pares mãe-filha demonstraram a 

mesma onda padrão, o mesmo comprimento de onda e intervalos, que não se 

alterou com a idade. O folículo ovulatório de vacas velhas com um padrão de duas 

ondas foi menor no momento da ovulação do que o das vacas jovens. O diâmetro 

do CL foi menor, e a concentração plasmática de progesterona, em relação à 

idade das vacas tendiam a ser mais baixas nas vacas velhas. Não houve efeito da 

idade sobre as concentrações circulantes de LH ou freqüência de pulso. O 

aparecimento de uma onda adicional durante o ciclo resultou em um maior 

desgaste no estoque folicular do que em vacas de dois padrões de ondas (MALHI 

et al., 2008), fornecendo justificativa para a hipótese de que o esgotamento da 

reserva folicular e início da senescência reprodutiva pode ocorrer mais cedo, em 

indivíduos que apresentam predominantemente três versus dois padrões de 

ondas. Em um estudo da resposta ovariana ao tratamento superovulação, menos 

folículos pequenas (<5 mm) foram recrutados para a onda folicular, e menos 

folículos ovarianos de 6 a 8 mm, de 9 a 11 mm e de 12 milímetros desenvolveram 

após superovulação em vacas velhas do que na suas filhas jovens. Em média, as 

vacas jovens tiveram ovulações maiores do que vacas velhas. Alterações de 

protocolos de superovulação são necessárias em vacas velhas de alto valor 

zootécnico que permanecem nos programas de transferência de embrião, embora 

o aumento da dose de FSH eleve a produção de embriões, mas não consegue 

eliminar efeitos negativos do envelhecimento, como má qualidade dos oócitos 

(DESAULNIERS et al., 1995).  

O início da queda da eficiência reprodutiva é caracterizado por mudanças 

no perfil hormonal, detectadas por alterações no ciclo estral (SCHINDLER et al., 
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1972; VOM SAAL et al., 1994). Altas concentrações de FSH e LH aumentam o 

estímulo ao desenvolvimento folicular, causando perda acelerada dos folículos 

(WAGNER et aI., 1991; CAETANO et al., 1997; PACKER et aI., 1998). Tais 

mudanças se refletem na baixa qualidade e capacidade dos folículos velhos em 

produzir concentrações adequadas de inibina, que exerceria efeito de retro 

alimentação negativa na produção de FSH. O aumento de FSH também é 

documentado em ratas cíclicas (HADLEY, 1996; PACKER et aI., 1998; VOM SAAL 

et al., 1994). Além da aceleração da folículogênese, acredita-se que o excesso de 

LH pode ser tóxico aos folículos primordiais e induzir apoptose ou necrose, 

aumentando a taxa de depleção dos mesmos (FLAWS et aI., 1997). 

Na vaca, o envelhecimento está associado com a elevação na 

concentração de gonadotropinas e a redução na concentração dos hormônios 

esteróides, sendo essas mudanças similares às reportadas durante o início do 

envelhecimento reprodutivo na mulher. A redução no recrutamento folicular a cada 

onda emergida indica uma possível redução na resposta ao FSH. Nessa fase, não 

há registro de aumento na taxa de recrutamento, mas, sim, um desenvolvimento 

mais lento dos folículos dominante e ovulatório, que atingem sempre um menor 

diâmetro (MALHI et al., 2005). 

Resultados de pesquisa (MALHI et al., 2008), sugerem que a fertilização ou 

taxas de clivagem diminuem com a idade. Menos embriões, e uma proporção 

maior de ovócitos infertlizados e zigotos degenerados, foram recuperadas a partir 

de vacas velhas, em comparação com as suas jovens filhas. Esta conclusão foi 

corroborada pela observação de que o total de oócitos recuperados por doadora 

significativamente vacas mais velhas produziram menos de 50% de embriões, 

comparadas com as suas filhas jovens. A sobrevivência dos embriões obtidos a 

partir de vacas velhas e suas filhas após a transferência para receptoras jovens 

não foram diferentes. Portanto, os autores concluíram que, a gravidez, e as perdas 

de embriões transferidos, não diferiu entre a vaca velha versus jovens. 

Os principais efeitos da época do ano na produção e desenvolvimento de 

embriões relacionam-se tanto aos parâmetros climáticos como aos nutricionais. 

Estes efeitos são especificamente relativos à disponibilidade e qualidade dos 
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alimentos, ocorrendo principalmente em sistemas de produção onde os animais 

são manejados a pasto. Zebuínos produzem menos oócitos ou embriões viáveis 

durante os meses de inverno, já que Tribulo e colaboradores (1991), avaliando 

doadoras da raça Brahman mantidas a pasto, verificaram maior número de 

estruturas totais e fecundadas obtidas em coletas realizadas no verão (9,6 e 7,0; 

respectivamente), quando comparadas com aquelas do inverno (1,6 e 0,8; 

respectivamente). Em outro trabalho, os autores relataram que vacas da raça 

Nelore produziram maior proporção de oócitos viáveis na época de 

verão/primavera, quando comparado com a época de outono/inverno (RUBIN et 

al., 2005). Além disso, o clima influenciou a superovulação em um trabalho com 40 

vacas da raça Gir, no verão e inverno, que resultaram em médias de 3,5 e 2,7 

embriões viáveis, respectivamente (MÁRQUEZ et al., 2005). Em contrapartida, em 

um estudo realizado no Brasil com doadoras da raça Nelore submetidas a bom 

manejo nutricional, não foi observado efeito da época do ano na coleta de 

embriões viáveis (média de 11,0 e 9,8 para verão e inverno, respectivamente), 

nem na taxa de gestação de embriões transferidos para vacas (65,19%) e novilhas 

(55,97%), respectivamente (SOUZA et al., 2007). Adicionalmente, Lopes (2003), 

também não observou diferença na produção de estruturas totais e viáveis a partir 

da superovulação de vacas da raça Gir não lactantes, entre as épocas de inverno 

e verão, no estado do Rio de Janeiro. 

Os efeitos das condições climáticas na eficiência reprodutiva de bovinos 

refletem-se na taxa de gestação, que sofrem redução nas épocas mais quentes do 

ano, tanto em condições subtropicais (BADINGA et al., 1985), quanto tropicais 

(PIRES et al., 2002), devido ao efeito deletério de altas temperaturas ambiente 

afetarem os indices reprodutivos. O estresse térmico pode reduzir a taxa de 

fecundação e conversão do oócito em embrião, tanto in vitro ou in vivo 

(WOLFENSON et al., 2000; ZERON et al., 2001; Al KATANANI et al., 2002; 

SARTORI et al., 2002; TORRES JUNIOR 2009). Camargo e colaboradores (2007), 

trabalhando entre o final da primavera e início do outono nos trópicos, mostraram 

que oócitos imaturos obtidos a partir de vacas da raça Gir apresentam maior 
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capacidade de se desenvolver em embriões após maturação e fecundação in vitro, 

em comparação aos oócitos obtidos a partir de vacas da raça Holandesa. 

Torres Junior (2009), em um trabalho com vacas da raça Gir (Bos indicus), 

relata que o estresse calórico, produzido de forma artificial e controlado em 

ambientes de 35ºC e 80% de umidade relativa de dia e 30ºC e 80% de umidade à 

noite por períodos de 28 dias, não alterou o percentual de estruturas viáveis 

aspiradas, embora tenha ocasionado diminuição nas taxas de produção 

embrionária in vitro, e este efeito foi de longo prazo estendendo por 30 a 120 dias. 

Estes resultados são apoiados pelos relatos de que estresse calórico afeta 

negativamente algumas funções ovarianas, causando efeitos deletérios estruturais 

e ou metabólitos nos oócitos, que culminam com a diminuição do potencial de 

desenvolvimento embrionário (Al-KATANANi et al., 2002; PAULA LOPES et al., 

2003, HERNANDEZ-CERON et al., 2004). Rocha e colaboradores (1998), 

trabalhando com oócitos de vacas Holandesas fertilizados com sêmen de touros 

Angus no USA, observaram queda da qualidade, na taxa de clivagem e no 

desenvolvimento de blastocistos in vitro durante o verão em relação ao inverno. 

Embora para doadoras da raça Brahman (Bos indicus), estes mesmos autores 

observaram alta taxa de blastocistos em oócitos coletados e sem diferença para a 

estação do ano (ROCHA et al., 1998). 

O DNA mitocondrial é aproximadamente 17.000 vezes menor que o nuclear 

e, apesar do pequeno tamanho, é responsável por codificar 13 proteínas 

(enzimas) essenciais para o processo de geração de energia para as atividades 

celulares (GIBSON et al., 1997). Tem como peculiaridade a herança 

exclusivamente materna, não apresentando segregação mendeliana, o que lhe 

propicia ser foco de muitos estudos filogenéticos. A diferença genética entre Bos 

taurus taurus e Bos taurus indicus, aqueles indivíduos que possuem o cupim no 

dorso, já foi caracterizado com base nos genomas mitocondrial (DNAm; LOFTUS 

et al., 1994) e nuclear (MACHUGH et al., 1997). Estes trabalhos mostraram 

evidencias de domesticação independente dos dois grupos genéticos que se 

divergiram entre 200.000 (dados de DNAm) e 850.000 anos (DNA nuclear) a partir 

de um ancestral comum. Portanto, claras demonstrações de variantes do DNA 
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genômico presentes em Bos indicus, mas ausentes em Bos taurus foram dadas 

com a caracterização de microsatelites (MACHUGH et al., 1997). 

O DNA mitocondrial tem sido estudado na sua provável contribuição na 

variação das características de crescimento, produção e reprodução. Muitos 

estudos já foram realizados, obtendo resultados importantes dessa particularidade 

sobre características ligadas à produção e composição do leite, especificamente, 

na percentagem de gordura, na concentração de energia e na idade ao primeiro 

parto (SCHUTZ et al., 1992, 1993; BOETTCHER et al., 1996; HENKES et al., 

2004; RIBEIRO et al., 2009). 

Alencar e colaboradores (1993), avaliaram o efeito da linhagem 

citoplasmática sobre os pesos ao nascimento, a desmama e aos 365 dias de 

idade de animais da raça Canchim, e constataram efeito significativo da linhagem 

citoplasmática sobre todas as características. Oliveira (2005), avaliando a 

influência da linhagem citoplasmática sobre características de comportamento e 

crescimento na raça Nelore, observou redução nas variâncias aditivas diretas e 

maternas das características peso a desmama, ganho de peso desmama aos 12 

meses, peso ao sobreano, ganho de peso da desmama ao sobreano, perímetro 

escrotal e temperamento. Contudo, as maiores diferenças entre modelos foram 

observadas para o peso a desmama e perímetro escrotal, sendo significativas no 

teste da razão de máxima verossimilhança somente no peso à desmama. As 

diferenças observadas no peso médio a desmama entre linhagens maternas foram 

de 22,4 Kg. 

Meirelles e colaboradores (1999), por metodologia molecular, analisaram o 

padrão de DNA mitocondrial nas raças Nelore, Gir e Brahman e observaram, 

respectivamente, que nos animais puros de origem (PO) 79%, 73% e 100% do 

DNA mitocondrial era do padrão taurino, enquanto nos puros de origem importada 

(POI), esses representavam apenas 26%, 25% e 0%, o que, segundo estes 

autores, confirma a participação de fêmeas Bos taurus taurus na formação do 

Zebu americano. Concluíram, diante desta descoberta, que o Zebu brasileiro é 

excelente modelo para o estudo da herança citoplasmática, já que permite formar 



94 
 

 
 

dois grupos que compartilham elevada percentagem de genes nucleares, mas 

diferem quanto ao padrão mitocondrial  

Os primeiros trabalhos com DNAm, foram realizados por Bel e 

colaboradores (1985) e Huizinga e colaboradores (1986), em estudos sobre a 

influência da linhagem citoplasmática em primeiras lactações de vacas 

Holandesas, relacionada com características de produção e composição do leite. 

Em outro estudo sobre da influência da herança citoplasmática sobre 

características de produção e composição do leite, os autores observaram que a 

linhagem citoplasmática foi fonte de variação significativa, em todos os modelos 

testados, tanto para percentagem de gordura como para a concentração de 

energia no leite (SCHUTZ et al.1992). Schutz e colaboradores (1993), avaliando a 

influência citoplasmática sobre características de produção e composição do leite 

em vacas Holandesas, sob três diferentes metodologias de classificação molecular 

das linhagens citoplasmáticas, observaram efeito significativo da linhagem 

citoplasmática sobre a percentagem de gordura e concentração de energia em 

duas delas e em uma quanto à produção de gordura. Boettcher e colaboradores 

(1996), agrupando seus dados aos utilizados por Schutz e colaboradores (1992), 

encontraram que a linhagem citoplasmática contribui com 2,9% da variação total 

para percentagem de gordura. Em outro estudo (PELICIONI & QUEIRÓZ, 2001), 

os autores avaliaram o efeito da linhagem citoplasmática sobre a produção de leite 

em bovinos da raça Caracu e concluíram que, apesar da ínfima contribuição da 

linhagem citoplasmática para a variância fenotípica, sua inclusão exercia impacto 

sobre a variável ambiente permanente. 
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3. OBJETIVOS 
 

Avaliar a influência da idade e do DNA mitocondrial da doadora, da época 

da aspiração folicular (mês e ano) e do touro utilizado na fertilização in vitro sobre 

o número de oócitos viáveis, embriões produzidos e a taxa de prenhez resultantes 

da PIV de doadoras da raça Gir do rebanho experimental da EPAMIG. 

 

 

4. HIPÓTESES 
 

O número de oócitos viáveis recuperados, embriões e taxa de prenhez de 

vacas da raça Gir são menores nos meses da primavera versus meses de verão.   

 

O número de oócitos viáveis recuperados, embriões e taxa de prenhez de 

vacas da raça Gir são diferentes entre meses e ano da aspiração.  

 

Doadoras com DNA mitocondrial Bos indicus produzem mais oócitos e 

embriões e maiores taxas de prenhez que doadoras de DNA mitocondrial Bos 

taurus. 

 

Doadoras Gir com mais de 11 anos de idade apresentam menor quantidade 

de oócitos a serem aspirados, produzem menos embriões e apresentam menor 

taxa de fertilidade que doadoras mais jovens. 

 

O número de embriões produzidos e a taxa de prenhez na PIV de doadoras 

da raça Gir (Bos taurus indicus)  são influenciados pela resposta individual de 

touros da raça Gir à técnica de citometria de fluxo, utilizada para separar 

espermatozóides com cromossomo X. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1. LOCAL DE REALIZAÇÃO DOS TRABALHOS 

As aspirações foram realizadas na fazenda Experimental Getúlio Vargas, da 

Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais - EPAMIG, no município de 

Uberaba/MG, entre outubro de 2007 e abril de 2010. As fertilizações in vitro foram 

realizadas em três laboratórios comerciais da cidade de Uberaba MG. Todas as 

aspirações foram realizadas pelo mesmo Médico Veterinário enquanto as 

inovulações foram efetuadas por três profissionais que atuam comercialmente na 

realização desta biotécnica. Os embriões foram transferidos para receptoras que 

estavam alojadas na fazenda da Universidade de Uberaba – UNIUBE, no 

município do Prata MG, distante aproximadamente, 140 km dos laboratórios em 

Uberaba MG. 

 

5.2. ANIMAIS  
Foram utilizadas 85 doadoras da raça Gir da Fazenda da EPAMIG que 

foram submetidas à protocolos de produção in vitro com sêmen sexado para 

cromossomo X de 23 touros da raça Gir. Os touros da raça Gir utilizados foram os 

positivos no teste de progênie EMBRAPA-ABCGIL. 

O grupo de doadoras, pertencente ao núcleo de maior valor genétio dentro 

do rebanho da EPAMIG, continha primíparas e multíparas, que foram aspiradas 

em várias etapas de seus ciclos reprodutivos/produtivos (gestantes, vazias, 

lactantes e secas). Vacas com problemas de infertilidade adquirida após terem no 

mínimo dois partos normais também foram aspiradas.  

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

presentes nos ovários e ou recrutamento folicular e todas as vacas tiveram o 

genital feminino avaliado pela ultrassonografia no pós parto e no momento das 

aspirações foliculares (OPUs).  

As doadoras não foram submetidas previamente à aspiração folicular 

(OPU), qualquer tipo de controle farmacológico do ciclo estral, nem a tratamentos 

superovulatórios. 
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Para avaliação da infuência da idade nos parâmetros avaliados as 

doadoras foram divididas em classes de idade (IDC): IDC1 vacas de 2 a 6 anos; 

IDC2 de 7 a 10 anos; IDC3 acima de 11 anos. 

Para avaliação da infuência da época da aspiração nos resultados o modelo 

utilizou os meses e ano das sessões de aspiração. 

 
5.3. ASPIRAÇÃO FOLICULAR, MATURAÇÃO, FERTILIZAÇÃO E  CULTIVO IN 
VITRO 

Os procedimentos de produção in vitro de embriões foram realizados por 

empresas comerciais situadas na cidade de Uberaba MG. No total foram 

efetuadas 363 aspirações, cujos óocitos, após a maturação, foram fertilizados com 

sêmen sexado, para cromossomo x, de 23 diferentes touros da raça Gir, embora 

para análise do efeito do touro foram utilizados apenas os dados de 18 touros, 

devido ao baixo número de repetições.  

O procedimento de aspiração folicular foi realizado utilizando-se um 

equipamento de ultrassom ALOKA SSD 900 (US), com transdutor micro-convexo 

5 MHZ, acoplado em uma guia de aspiração transvaginal. As punções foram 

realizadas com agulha hipodérmica descartável 40 X 9 (20G, Becton Dickson) e 

sistema de aspiração Handle e Cook. Foi utilizada uma bomba de vácuo e o 

procedimento foi realizado em todos os folículos acima de 2 mm visualizados em 

cada ovário. O meio de aspiração e lavagem do sistema foi composto por PBS e 

heparina sódica. O material aspirado foi encaminhado para a lavagem do líquido e 

foi utilizado filtro de colheita de embriões. O líquido aspirado foi lavado com o 

mesmo meio utilizado para a aspiração até que o conteúdo do filtro se tornasse 

translúcido. Osedimento restante foi depositado em placas de Petri para procura e 

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

qualidade dos oócitos recuperados em Grau I, II, III, IV e desnudo, segundo De 

Loos et al. (1991). Os oócitos de GI, GII, GIII, e desnudos foram maturados in vitro 

(MIV) em laboratórios comerciais.  

A fertilização in vitro (FIV) foi realizada após 24h de MIV, com a utilização 

de sêmen sexado para cromossomo X de touros da raça Gir.  
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Os prováveis zigotos foram submetidos ao cultivo de desenvolvimento por 

sete dias. Somente blastocistos entre as fases de inicial até expandidos, foram 

utilizados para inovulação nas receptoras previamente sincronizadas com a 

mesma data de aspiração das doadoras. 

 
5.4. INOVULAÇÃO DOS EMBRIÕES  
 Para o programa de transferência dos embriões (inovulação) foram 

utilizadas receptoras mestiças nulíparas e primíparas selecionadas para 

habilidade materna, que encontravam-se em regime de  pastagens, 

suplementadas com sal mineral, na fazenda da UNIUBE, no município do Prata, 

MG. 

  A sincronização das receptoras foi realizada com protocolo básico de 

utilização de progestágeno de liberação lenta intravaginal ou auricular por nove 

dias, com aplicação inicial de estrógeno. Com 24 horas antes da aspiração 

folicular das doadoras, foi efetuada, nas receptoras, a retirada da fonte de 

progesterona, aplicado eCG, prostaglandina e estrógeno.  

 Os embriões foram transportados dos laboratórios até a fazenda para 

inovulação em maquinas próprias para transporte com temperatura controlada de 

35,5ºC. As inovulações foram realizadas por três técnicos diferentes, com 

comprovada eficiência e experiência na biotecnologia empregada que atuam 

comercialmente na região de Uberaba. A transferência dos embriões foi efetuada 

pelo método não cirúrgico (transcervical) utilizando aplicador universal IMV. As 

inovulações dos embriões frescos foram realizadas nas receptoras que 

apresentaram cio entre um dia antes e um depois do cio da doadora, no sétimo dia 

após o cio, no corno uterino ipsolateral ao corpo lúteo. O dia do cio da doadora foi 

considerado como o dia da fertilização in vitro.  

 

5.5.  CONFIRMAÇÃO DA PRENHEZ E DA PATERNIDADE 
O diagnóstico para confirmação da prenhez foi efetuado aproximadamente 

aos 28 dias após a inovulação e a sexagem fetal e confirmação da prenhez foram 

realizadas aos 63 dias por ultrassonografia. Os bezerros resultantes da pesquisa 
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foram avaliados por cariotipagem sanguínea no momento do nascimento, para 

confirmação da paternidade. 

 
5.6. ANÁLISE DO DNA MITOCONDRIAL 

A análise do DNA mitocondrialdas doadoras foi realizada no laboratório do 

Departamento de Ciências Básicas da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de 

Alimentos da Universidade de São Paulo Campus de Pirassununga SP. 

O DNA de cada animal foi extraído a partir de sangue periférico coletado 

em tubos com EDTA. Resumidamente, as hemácias foram lisadas com uma 

solução de lise contendo 12 mM de Tris-HCl, pH 8,2; 0,32 M de Sacarose; 5 mM 

de EDTA e 1% de Triton 100X. Os glóbulos brancos peletizados foram digeridos 

com proteinase K (0,5 mg/mL) por 3 horas a 55ºC. As proteínas foram então 

precipitadas com solução de NaCl 5 M e o sobrenadante recuperado. Em seguida, 

o DNA foi precipitado, adicionando-se 3 vezes o volume de etanol absoluto, 

desidratado e rediluído em água ultrapura (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).  
 A amplificação do DNA mitocondrial foi realizada utilizando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores direto, de seqüência 

5’CCCAACGAGGAAAATATACC 3’ e reverso, de seqüência 

5’AACCGCAAACAACCTCTTCC 3’, sintetizados para amplificar uma região do 

gene ND5 do genoma mitocondrial entre os nucleotídeos 11770 e 12525 de 

acordo com Anderson et al. (1982). Finalizando um volume de 50 L, a reação de 

PCR foi composta de 100 ng de DNA, solução tampão 1X (estoque 10X: 200 mM 

Tris-HCl, pH 8,4; 500 mM KCl), 200 M de dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 3,5 mM de 

MgCl2, 0,2 M de cada oligonucleotídeo iniciador e 1 unidade de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen).  O DNA foi amplificado por 35 ciclos de 30 segundos à 

94ºC, 45 segundos à 58ºC e 45 segundos a 72ºC e então digerido com a enzima 

de restrição Hind III (Invitrogen), submetido à eletroforese em gel de agarose 1,5% 

em TBE 1X, corado com brometo de etídeo (0,5 g/mL) e os fragmentos 

originados foram avaliados utilizando o scanner a laser Fuji Film FLA 3000. O 

mtDNA foi analisado e, de acordo com a presença ou ausência do sítio de 

restrição da enzima Hind III, os indivíduos foram classificados como portadores de 
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mtDNA Bos indicus ou Bos taurus. A partir dos resultados para os animais 

amostrados, a classificação das fêmeas fundadoras foi estabelecida por 

ascendência. A partir dessas, todos os animais do rebanho foram classificados por 

descendência, de acordo com sua origem mitocondrial, sendo Bos taurus taurus 

ou Bos taurus indicus. 

 

5.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analyses Systen 2000 

(SAS Systen for Windows). Os dados foram testados quanto a normalidade 

(anexo) dos resíduos e a homogeneidade das variâncias pelo aplicativo Guided 

Data Analisys. Como não obedeceram as premissas e a normalidade não foi 

comprovada, empregou-se o procedimento GEMOD de analise de variância não 

paramétrica. O nível de significância para rejeitar a hipótese de nulidade foi de 5%, 

isto é, para um nível de significância menor que 0,05 e considerou-se que 

ocorreram diferenças estatísticas entre as variáveis classificatórias para uma 

determinada resposta. Para o nível de significância de 0,05 até 0,1 considerou-se 

tendência estatística entre as variáveis comparadas. 

Para análise estatística os dados de oócitos viáveis, embriões e prenhez 

foram analisados pelo programa GENMOD do SAS e considerado, as três classes 

de idade, a ordem de aspiração, o mês e ano da aspiração, o touro utilizado na 

fertilização, laboratório da maturação, fertilização e cultivo, e o DNA mitocondrial 

da doadora. 
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6. RESULTADOS. 
 

As vacas Gir utilizadas no experimento, de aptidão leiteira, variaram da 

primeira a décima segunda ordem de parto, o desempenho fenotípico do rebanho 

estudado está representado na tabela 9. 

 
Tabela 9 – Desempenho fenotípico do rebanho Gir utilizado no experimento 2 nas 
características de produção. 

 Característica mínimo máximo média S  CV 

Produção de leite na lactação (kg) 3.548 6.145 3.640 1225 27,6 % 

Duração da lactação (dias) 260 365 299 43 14,7 % 

Idade da doadora (anos) 2,3 18,3 8,17 3,32 40,6 % 

Ordem de parto (n) 1 12 5,5 3,02 39,6 % 

S = desvio-padrão; CV = coeficiente de Variação. 

 

As 363 aspirações das 85 doadoras da raça Gir geraram no total, 6.084 

oócitos considerados viáveis, 2.537 embriões, que transferidos, resultaram em 

1.105 gestações com uma taxa de fertilidade de 41,70% no dia 30 e 1.002 

prenhezes resultando em uma taxa de concepção de 39,49% aproximadamente, 

aos 60 dias após a inovulação.  

Na tabela 10 estão apresentados os resultados da PIV obtida das 363 

aspirações efetuadas nas 85 doadoras da raça Gir da Fazenda Getúlio Vargas da 

EPAMIG. O número médio de oócitos viáveis aspirados foi 16,77 ± 10,67 e, o 

número de embriões por aspiração de 6,86 ± 5,32 e, o número médio das 

gestações por aspiração de 3,15 ± 3,01 (prenhez). A taxa de conversão de oócito 

para embrião e de conversão de embrião em prenhez foram de 41,95±24,13 e de 

41,25±28,29 respectivamente. 
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Tabela 10– Número de oócitos viáveis, embriões e prenhezes na produção in vitro 
das doadoras Gir (Bos taurus indicus) e taxa de conversão com sêmen sexado 
para cromossomo X de touros da raça Gir. Número mínimo, máximo, médias e 
desvio padrão e coeficiente de variação 

Característica mínimo máximo média CV 

Produção de oócitos 
viáveis/aspiração 1 57 16,77±10,67 63,6 % 

Produção de embriões/aspiração 0 32 06,86±05,32 77,5 % 
Prenhezes por aspiração 0 16 03,15±03,01 95,5 % 
Conversão de oócito para 
embrião (%) 0 100 41,95±24,13 57,5 %  

Conversão de embrião em 
prenhez(%) 0 100 41,25±28,29 68,5 % 

CV = coeficiente de Variação. 

O número de embriões produzidos mostrou grande variação, com doadoras 

atingindo até 32 estruturas por aspiração (tabela 10). O número médio de oócitos 

viáveis aspirados, de 16,77 ± 10,67 (tab. 10) foi diferente entre as vacas 

provenientes das diferentes classes de idade (tab. 11), sendo registrado que 

fêmeas de 2 a 6 anos (23,80±1,38) tiveram mais oócitos aspirados que fêmeas de 

7 a 10 anos (18,87±1,13) e acima de 11 anos (13,98±1,61), (p< 0,05). 

O número médio de embriões e prenhezez obtidas também foram 

influenciados pelas classes de idade. Doadoras com 2 a 6 anos de idade 

(9,08±1,50) produziram mais embriões que fêmeas de 7 a 10 anos (7,11±1,45) e 

acima de 11 anos (4,07±1,60), p< 0,05. Já a taxa de prenhez de vacas com até 10 

anos foi superior daquelas com mais de 11 anos de idade (tab. 11). 

 

Tabela 11 – Número de oócitos viáveis, embriões e prenhez, de acordo com as 
classes de idade das doadoras da raça Gir. Os números são médias dos 
quadrados mínimos ± erro padrão das médias. 
Variável Oócitos viáveis Embriões Prenhez % n 

 Classes de idade       
IDC 1 23,80±1,38 a 9,08±1,50 a 4,39±0,85 a 48,3 129 
IDC 2 18,87±1,13 b 7,11±1,45 b 3,44±0,82 a 48,3 138 
IDC 3 13,98±1,61 c 4,07±1,60 c 1,80±0,90 b 44,2 63 
IDC = Classes de idade: IDC 1 vacas de 2 a 6 anos; IDC 2 de 7 a 10 anos; IDC 3 
acima de 11 anos. As médias nas colunas com letras diferentes apresentam 
diferença estatística. As diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,05. 
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Figura 5 - Regressão do número de oócitos viáveis em relação a idade de vacas 
da raça Gir (Bos indicus). 

 

Na figura 5 é possível verificar que o número de oócitos aspirados variou 

de acordo com a idade dos animais, sendo registrado que vacas de dois anos de 

idade produziram em média 24,1 oócitos viáveis e que houve um decréscimo de 

0,89 oócitos por ano de vida da doadora.  

O número de oócitos viáveis não diferiu entre ordens de aspiração (tab. 

12) nem quanto ao ano da aspiração (tab. 13). 
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Tabela 12 - Efeito da ordem de aspiração folicular sobre o numero de embriões 
por aspiração. Os números são médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das 
médias. 
Variavel Oócitos 

viáveis 
Embriões Prenhez n Probabilidade 

Ordem de 
aspiração  

     

Primeira 17,04±1,33 5,70±1,34 2,04±0,75 62 p>0,05 
Segunda 16,16±1,51 5,93±1,50 3,18±0,85 57 p>0,05 
Terceira 15,69±1,66 5,22±1,62 2,60±0,92 42 p>0,05 
Quarta 16,24±1,88 5,69±1,77 2,23±1,00 29 p>0,05 
Quinta 18,98±2,25 6,58±1,85 3,04±1,05 23 p>0,05 
Sexta 20,00±2,35 6,54±1,73 2,55±0,97 19 p>0,05 
Sétima 20,98±2,70 6,29±1,97 3,24±1,11 16 p>0,05 
Oitava 22,31±3,15 9,16±2,26 4,96±1,28 10 p>0,05 
Nona 22,55±3,54 9,63±2,71 5,05±1,53 7 p>0,05 
As médias não diferem nas colunas p>0,05. 

 

 

Tabela 13 - Efeito do mês e ano da aspiração folicular sobre o número de oócitos 
viáveis, embriões e prenhez. Os números são médias dos quadrados mínimos ± 
erro padrão das médias. 
Variáveis Oócitos viáveis Embriões Prenhez n 

Mês     
Setembro 24,07±4,10 15,81±3,52 a 6,84±1,99 a 5 
Outubro 25,21±3,18 11,02±2,95 a 6,06±1,67 a 10 
Novembro 20,38±1,92 8,59±1,82 a 3,19±1,03 b 36 
Dezembro 15,43±2,45 8,12±2,09 a 3,09±1,14 b 25 
Janeiro 15,74±1,65 2,74±2,30 c 1,99±1,30 b 77 
Fevereiro 17,67±1,66 5,52±1,87 b 3,29±1,06 b 67 
Março 15,76±2,12 5,61±4,36 b 1,38±2,46 c 3 
Abril 15,72±2,47 5,76±2,04 b 1,38±1,15 c 27 
Junho 19,98±3,43 8,81±3,26 a 4,89±1,84 b 15 
Ano da aspiração      
2007 21,08±2,84 0,45±3,13 c 0,41±1,77 24 
2008 19,35±1,52 4,90±1,73 b  2,10±0,98 88 
2009 20,02±1,93 8,74±2,83 a 4,70±1,60 29 
2010 18,89±1,69 11,78±1,64 a 5,60±0,93 66 
2011 15,08±2,10 7,88±2,14 a 3,24±1,21 58 
As médias nas colunas com letras distintas apresentam diferença estatística 
(p<0,05).   
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O número médio de embriões não diferiu entre a ordem de aspiração (tab. 

12), porém foi diferente em relação ao mês e ano que as doadoras foram 

aspiradas (tab. 13). Maiores produções de embriões foram registradas nos meses 

de setembro a dezembro e junho e nos anos de 2009 a 2011 (p<0,05). 

O número médio de prenhez por aspiração foi de 3,15 ± 3,01 (tab. 13) e foi 

influenciado pela idade da doadora (tab. 11) e pelo mês da aspiração, sendo os 

meses de setembro e outubro os que proporcionaram maior número de fêmeas 

gestantes (tab. 13). 

 

Tabela 14 - Efeito da fertilização in vitro de sêmen sexado para cromossoma X, 
nos touros da raça Gir, sobre o numero de embriões, prenhez e taxa de conversão 
oócito/embrião por aspiração. Os números são médias dos quadrados mínimos ± 
erro padrão das médias. 
Variável Embriões Prenhez Taxa de 

conversão 
oocito/embrião % 

 n  

 Touro        
Touro 15 9,82 ± 2,26 5,58 ± 1,2 a 42,08 ± 10,2 a  20  
Touro 5 11,59 ± 2,27 5,54 ± 1,2 a 47,37 ± 10,3 a  13  
Touro 20 9,64 ± 3,19 5,35 ± 1,8 a 48,97 ± 14,5 a  10  
Touro 8 10,51 ± 2,44 4,82 ± 1,3 a 36,37 ± 11,0 a  24  
Touro 23 8,71 ± 2,22 4,14 ± 1,25 a 32,77 ± 10,0 a  16  
Touro 1 7,46 ± 3,68 3,96 ± 2,0 a 57,12 ± 16,6 a  10  
Touro 4 7,19 ± 1,41 3,22 ± 0,8 ab 35,37 ± 6,4 a  58  
Touro 13 6,45 ± 2,24 2,86 ± 1,2 ab 33,37 ± 10,1 a  22  
Touro 14 4,17 ± 2,25 2,58 ± 1,2 ab 27,09 ± 10,2 a  24  
Touro 12 5,57 ± 2,51 2,26 ± 1,4 b 25,85 ± 11,3 a  12  
Touro 11 3,59 ± 2,18 0,82 ± 1,2 bc 18,77 ± 9,8 ab  20  
Touro 21 2,76 ± 1,59 0,48 ± 0,9 c 5,11 ± 7,2 b  33  
Touro 22 0.29 ± 3,98 0,11 ± 2,25 c 2,60 ± 18,0 b  3  

As médias nas colunas com letras diferentes apresentam diferença 
estatística. *As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

 

O número de embriões produzidos não variou entre os touros utilizados, no 

entanto, a taxa de prenhez e de conversão de oócito/embrião por aspiração com 

sêmen sexado foi influenciada pelo touro utilizado na fertilização in vitro (tabela 

14). 
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Tabela 15 - Comparação do desempenho na PIV entre as linhagens 
citoplasmáticas B. taurus e B. Indicus das doadoras da raça Gir. Os números são 
médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das médias (EPM). 

Característica 
média 

(B.indicus) 

média 

(B.taurus) 

n 

(indicus) 

n 

(taurus) 
p* 

Oócitos viáveis (n) 16,12 ± 0,99 b 21,65 ± 1,37 a 192 138 0,0001 

Embriões (n) 6,22 ± 1,36 7,28 ± 1,57 155 110 0,2321 

Gestações (n) 3,01 ± 0,77 3,41 ± 0,89 107 54 0,4311 

Conversão de 

oócito/embrião (%) 

 

34,06 ± 6,2 

 

28,66 ± 7,1 

 

155 

 

110 

 

0,1929 

*As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. As médias nas 
linhas com letras diferentes apresentam diferença estatística.  

 

O desempenho na PIV de ambos grupamentos de origem materna, Bos 

taurus ou Bos indicus, estão apresentados na tabela 18. Apesar da produção de 

oócitos viáveis ter sido maior para as fêmeas com DNA mitocondrial taurus (21,65 

± 1,37 vs. 16,12 ± 0,99; p<0,0001), a conversão de oócito para embrião, o número 

de embriões e de gestações não foi influenciado pelo DNA mitocondrial da 

doadora (tab. 15). 
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7. DISCUSSÃO 
A população folicular total presente nos ovários de vacas da raça Gir variam ao 

longo do ciclo estral, sendo o número máximo de folículos disponíveis observado no 

quarto dia do ciclo (FERREIRA et al., 2004). O número de folículos presentes nos ovários, 

apesar de ser influenciado pelo padrão de crescimento e pela regressão dos folículos 

dominantes, sua principal fonte de variação é o padrão individual de recrutamento folicular, 

particularmente durante o período correspondente à primeira onda de crescimento folicular 

(FERREIRA et al., 2004). Silva e colaboradores (2009), avaliando a reserva defolículos 

pré-antrais nos ovários de fêmeas das raças Nelore e Angus, relataram que embora tenha 

ocorrido maior rendimento de oócitosnas fêmeas Bos indicus, este fato não se deve ao 

número de folículos pré-antrais, os quais variaram bastante individualmente entre os 

animais, dentro da mesma categoria, bem como entre raças. Portanto, outros mecanismos 

que controlam o desenvolvimento folicular após a fase de pré-antrais, provavelmente são 

os responsáveis por diferenças entre fêmeas Bosi ndicus e Bos taurus no número de 

oócitos recuperados por aspiração folicular (SILVA et al., 2009). No entanto, a diferença 

entre doadoras na produção individual de oócitos foi confirmada neste grupo de vacas Gir 

avaliadas. 

Neste trabalho não houve contagem anterior a aspiração dos folículos 

visualizados, porém ocorreu uma grande variação e diferença entre doadoras quanto ao 

número de oócitos viáveis recuperados, com os extremos de uma a 57 estruturas. Ireland 

e colaboradores (2008), utilizando vacas para um estudo da contagem de folículos antrais 

(AFC), confirmaram a alta repetibilidade (0,85 a 0,95) do número de folículos entre os 

individuos saudáveis por várias ondas consecutivas, independentemente da raça, idade, 

estação, ou condições de manejo. Ireland e colaboradores (2007) citam que rotineiramente 

observaram algumas vacas jovens saudáveis pareadas por idade, mostrando apenas oito 

folículos em crescimento durante ondas foliculares consecutivos de vários ciclos estrais, 

enquanto outras tinham aproximadamente 56 folículos em crescimento, repetidamente. 

Além disso, outros pesquisadores também confirmaram estes achados e concluíram que 

em bovinos podemos fenotipar as doadoras de forma confiável com base na AFC durante 

uma onda folicular (IRELAND et al., 2008). 

A produção de oócitos observada neste trabalho mostrou grande variação entre as 
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vacas avaliadas, de acordo com a literatura, que cita ocorrências tanto na biotécnica de 

superovulação e cultivo in vivo (TE), quanto na de aspiração folicular e produção in vitro 

(PIV), de uma grande variabilidade na produção de embriões pelas doadoras 

(SLENNINGL & WHEELER, 1989; GALLI et al., 2003; RUBIN, 2006). Pontes e 

colaboradores (2009), ao trabalharem em conjunto com TE e PIV, relataram que vacas da 

raça Nelore (Bos indicus) demonstraram que os procedimentos de PIV resultaram em 

25,6±15,3 oócitos viáveis e um maior número de embriões produzidos (média de 9,4 ± 5,3 

da PIV versus 6,7 ± 3,7 da TE), e a taxa de gestação para os embriões produzidos in vitro 

foi de 33,5% versus 41,5% para os in vivo. Estes números são superiores aos deste 

trabalho em relação ao número de estruturas, porém, quanto à taxa de conversão (tab. 10) 

os resultados foram similares aos da produção in vivo destes autores. 

No presente experimento, a ordem de aspiração não influenciou o rendimento de 

oócitos viáveis. Viana e colaboradores (2004), aspirando vacas da raça Gir com 

cronograma de uma ou duas vezes por semana, não detectou diferenças no rendimento e 

qualidade de oócitos recuperados nos intervalos de três, quatro ou sete dias. Além disso, o 

número de folículos aspirados não diferiu entre aspirações 1x ou 2x por semana (12,1 ±0,6  

versus 11,6 ±0,6), embora maior número de oócitos foram recuperados por sessão de 

aspirações em 1x por semana (8,9± 0,8 versus 7,0± 0,7), resultando em maior taxa de 

recuperação de oócitos, e que estão abaixo do detectados neste trabalho (tab. 10). 

A idade da doadora influenciou significativamente o número de oócitos viáveis neste 

trabalho. Viana e colaboradores (2004), avaliando fêmeas da raça Gir, embora tenham 

relatado um número baixo de oócitos viáveis por aspiração, não citaram a idade das 

doadoras que poderiam ser mais velhas e portanto, terem produzidos um número mais 

próximo da médias 13,9 ± 1,6 estruturas, ocorridas nas vacas da classe de idade das 

doadoras acima de 11 anos neste trabalho. Em relação ao número de embriões 

produzidos, menor e decrescente quando a doadora vai envelhecendo, os resultados 

obtidos estão de acordo com Garcia e colaboradores (1999), que relataram que vacas 

senis além de produzirem poucos oócitos teriam baixo percentual de desenvolvimento e 

baixa qualidade. A qualidade do oócito é importante já que influenciará na fertilização e no 

subsequente potencial de produzir embriões viáveis, o que é essencial para a prenhez de 

espécies monovulatórias (WEBB et al., 2007). Malhi e colaboradores (2008), também 
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encontraram resultados semelhantes, sugerindo uma redução da fertilidade com a idade, 

visto que vacas velhas produziram menos embriões, e uma proporção maior de ovócitos 

infertilizados e zigotos degenerados. Estes autores, concluíram que doadoras mais velhas, 

produziram 50% menos embriões quando comparadas com as suas jovens filhas. Rubim 

(2005), avaliando 420 vacas da raça Nelore na produção in vitro de embriões, com idades 

variando de 2 a 8 anos (média de 5 anos), que foram submetidas à aspiração sem 

estímulo hormonal, obteve média de 15,2 oócitos viáveis por aspiração folicular e de 1,5 

prenhezes por aspiração, com uma eficiência de 29,9% na taxa de conversão. Estes 

resultados são similares aos das vacas Gir mais velhas utilizadas neste trabalho (tab. 11), 

e abaixo das vacas adultas e jovens avaliadas, com o qual podemos afirmar que a raça Gir 

(Bos indicus) mostrou ótimos desempenhos nesta biotecnologia (tab. 11). Beltrame e 

colaboradores (2010), a partir de dados fornecidos pela Associação Brasileira de 

Criadores de Zebu (ABCZ), avaliando o número de embriões viáveis produzidos após 

fertilização in vitro em doadoras da raça Nelore, referente à análise de 20.619 doadoras, 

71.602 aspirações e um total de 509.643 embriões, relataram que para a PIV, a média de 

embriões viáveis por aspiração foi de 6,43±5,5. Este número médio de embriões 

produzidos foi semelhante ao encontrado no rebanho da raça Gir avaliado de 6,06±5,32 

(tab. 10). Nonato Jr. e colaboradores (2006) compararam quatro protocolos de OPU em 

vacas Nelore, e relataram que o número de embriões produzidos variou de 6,1 ± 1,0 a 

12,0±2,6, este último com utilização de progestágeno. A média de embriões viáveis 

obtidos por aspiração neste trabalho com vacas lactantes da raça Gir, de 6,06±5,32 

estruturas (tab. 10), encontra-se próxima à relatada na literatura para doadoras Bos 

indicus. 

A produção de oócitos por vacas da raça Nelore é, em média de 25 estruturas por 

aspiração folicular, cerca de quatro vezes superior a de fêmeas Bos taurus, sem qualquer 

procedimento adicional, como aplicação de FSH, BST ou qualquer protocolo de controle 

do ciclo estral (PONTES, 2009). Estes resultados são similares aos encontrados neste 

trabalho para as doadoras Gir jovens. No entanto, o maior número de oócitos viáveis 

detectados neste trabalho foi de 57 estruturas, embora a literatura cite que em doadoras 

Zebuínas é destaque a alta produção oocitária, com relatos de mais de uma centena de 

estruturas em uma única aspiração (SENEDA et al., 2010). Cruz e colaboradores (2009), 



110 
 

 
 

encontraram taxa média de oócitos aspirados de 4,6 estruturas por sessão em fêmeas 

bovinas da raça Devon (Bos taurus) e 16,3 oócitos na raça nelore (Bos indicus). Rubin e 

colaboradores (2005), avaliando a infuência do grau de sangue Zebuíno na produção de 

oócitos revelaram que para os animais da raça Aquitânica (Bos taurus), a média foi de 3,7 

oócitos por aspiração, para os animais da raça Canchim 13,6 e para as da raça Nelore de 

18,4 estruturas. Esses resultados mostram que aumentando a porcentagem de sangue 

Bos indicus na composição racial, há também um aumento na produção de oócitos. 

Desta forma podemos afirmar qua matrizes Zebuínas da raça Gir também são boas 

doadoras de oócitos para um programa de PIV, já que existe um consenso de que os 

animais Zebuínos produzem mais oócitos que as raças taurinas, e este maior número de 

oócitos refletem em uma maior produção de embriões e prenhezes (PONTES et al., 2009). 

Neste trabalho, o número de embriões produzidos demostrou grande variação, com 10% 

das doadoras atingindo mais de 25 estruturas e ocorrendo até 32 embriões em uma única 

aspiração. Segundo Pontes e colaboradores (2010), estes dados devem ser considerados 

positivos e tornam viáveis a aplicação comercial em larga escala da técnica de produção,  

caso, seja realizada uma prévia seleção de doadoras e de touros. A grande contribuição 

para a produção animal, é que com a utilização da fertilização in vitro, maximizou-se a 

utilização das matrizes geneticamente superiores, podendo-se atingir médias de 25 a 50 

bezerros por vaca ano (VARAGO et al., 2008). 

No presente trabalho 25% das aspirações resultaram em pelo menos cinco 

prenhezes de fêmeas, com um máximo de 16 gestações em uma única aspiração (tab. 

10). Rubin (2006), avaliando o resultado comercial de um grande laboratório com 

doadoras da raça Nelore, relata a média por aspiração folicular de 15,2 oócitos viáveis, a 

obtenção de 7.725 embriões e 2.585 prenhezes, o que resultou em 1,7 prenhez/aspiração. 

O resultado médio encontrado neste trabalho, de três prenhezes por aspiração, permite 

validar a utilização desta tecnologia em vacas lactantes da raça Gir destacando o potencial 

da raça para a PIV. 

Silva (2009), em um estudo comparativo da recuperação de complexo cumulus 

oócito e da população de folículos pré-antrais entre fêmeas Bos taurus e Bos indicus, 

concluiu que no método de aspiração folicular, fêmeas Bos indicus produzem um maior 

número de oócitos em relação a fêmeas Bos taurus, e que uma provável explicação para 
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esta diferença seria uma maior população folicular para fêmeas Bos indicus. Silva (2009), 

obteve um número médio de oócitos totais e viáveis por procedimento de 17,1±4,4 e 

12,1±3,8 para vacas da raça Gir (n=3.778), de 11,4±3,9 e 8,0±2,6 para as Holandesa 

(n=1.138), de 20,4±5,8 e 16,8±5,0 para as 3/4 Girolanda (n=267), e de 31,4±5,6 e 

24,3±4,7 para as 1/2 Girolando (n=224), concluindo que fêmeas Bos indicus produziram 

mais oócitos do que fêmeas taurus, embora as fêmeas 1/2 sangue (taurus x indicus), 

apresentaram a média mais elevada. Diferenças na produção de embriões entre doadoras 

tem sido relatados em alguns estudos (MACHADO et al., 2006: DAYAN et al., 2000), e 

além disso, em vacas Zebuínas patamares de centenas de oócitos tem sido descritos 

(SILVA, 2009). O fato também foi registrado neste trabalho, com produções extremas de 

até 57 oócitos viáveis por doadora, embora a taxa de conversão de oócito para embrião 

tenha variado também em função do touro utilizado, ocorrendo resultados com baixa 

produção de embriões (tab. 14). 

Ferreira e colaboradores (2008), avaliando este mesmo rebanho Gir, relataram 

que o número de oócitos aspirados foi influenciado pela idade da doadora (p< 0,001), 

ocorrendo uma queda de 1,58 estruturas por ano de idade da vaca, constatando que nas 

vacas acima de 12 anos, a queda foi mais acentuada, ocorrendo a partir desta idade, 

aproximadamente a redução média de duas estruturas para cada ano a mais na idade da 

doadora. Neste experimento, avaliando-se um número maior de doadoras, do mesmo 

rebanho, as vacas Gir produziram em média 24 oócitos viáveis por aspiração, sendo 

detectada uma redução de 0,89 oócitos por cada ano de vida da doadora (fig. 5). 

Os principais efeitos da época do ano na produção e desenvolvimento de embriões 

relacionam-se, tanto aos parâmetros climáticos quanto aos nutricionais. Estes efeitos são 

especificamente quanto à disponibilidade e qualidade dos alimentos, ocorrendo 

principalmente em sistemas de produção onde os animais são manejados a pasto. A 

literatura reporta que zebuínos apresentam menor produção de oócitos ou embriões 

viáveis durante os meses de inverno. Tribulo e colaboradores (1991), avaliando doadoras 

da raça Brahman mantidas a pasto, verificaram maior número de estruturas totais e 

fecundadas obtidas em coletas realizadas no verão (9,6 e 7,0; respectivamente), quando 

comparadas com aquelas do inverno (1,6 e 0,8, respectivamente). Já Rubin e 

colaboradores (2005), relataram que vacas da raça Nelore produziram maior proporção de 
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oócitos viáveis na primavera/verão, quando comparado com o outono/inverno. Além disso, 

a superovulação também mostrou influência da estação climática em um trabalho com 40 

vacas da raça Gir, no verão e inverno, que resultaram em médias de 3,5 e 2,7 embriões 

viáveis, respectivamente (MÁRQUEZ et al., 2005). Por outro lado, Lopes (2003) não 

observou diferença na produção de estruturas totais e viáveis a partir da superovulação de 

vacas da raça Gir não lactantes, entre as épocas de inverno e verão. Ressalta-se que os 

manejos nutricionais foram semlehantes entre as duas estações, bem como não foi 

observada grande variação na temperatura ambiente, entre as duas épocas estudadas. 

Souza e colaboradores (2007), também não registraram efeito da época do ano na coleta 

de embriões viáveis (média de 11,0 e 9,8 para verão e inverno, respectivamente), nem na 

taxa de gestação de embriões transferidos para vacas (65,19%) e novilhas (55,97%), em 

doadoras da raça Nelore submetidas a bom manejo nutricional. 

Neste estudo foi registrado que não houve influência da época do ano na 

quantidade de oócitos viáveis aspirados, porém verificou-se que a produção de embriões e 

prenhez foram influenciadas pela época do ano. Os resultados podem indicar o efeito do 

clima e/ou da nutrição sobre a taxa de conversão de oócitos a embriões e de 

sobrevivência embrionária nas receptoras, por razões relacionadas ao próprio embrião de 

PIV ou às receptoras. Foi identificado que as maiores produções de embriões se deram 

entre os meses de setembro a dezembro (primavera/verão) e junho (início do inverno), 

porém os maiores índices de prenhez ocorreram nos meses de setembro e outubro (início 

da primavera). Considerando que o rebanho de doadoras é suplementado na época da 

seca (de maio a novembro) com silagem de milho e que, os embriões são gerados de 

oócitos aspirados cujo desenvolvimento está associado às condições nutricionais bem 

anteriores a da data de aspiração (mais de 60 dias antes), portanto, pode-se supor que a 

maior produção embrionária e taxa de prenhez obtida na primavera estejam relacionadas 

a esta suplementação, que conferiu maior qualidade nutricional às fêmeas. Ressalta-se 

que nesta época, a temperatura ambiente também era mais amena. 

A partir do mês de novembro as doadoras foram manejadas a pasto e já estavam 

sobre a influência das temperaturas mais altas dos meses de outubro e novembro. 

Segundo Torres Junior e colaboradores (2007), a exposição prolongada de vacas Gir a 

estresse térmico, embora não tenha efeito imediato sobre a função reprodutiva, exerce um 
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efeito retardado e deletério sobre a dinâmica folicular, as concentrações hormonais e 

competência oocitária. De acordo com os autores, o estresse térmico apesar de não 

alterar o percentual de estruturas viáveis aspiradas, ocasionou a diminuição nas taxas de 

produção embrionária in vitro, sendo que este efeito foi de longo prazo, estendendo-se por 

30 a 120 dias. 

Os efeitos das condições climáticas na eficiência reprodutiva de bovinos refletem-se 

na taxa de gestação, que sofrem redução nas épocas mais quentes do ano, tanto em 

condições subtropicais (BADINGA et al., 1985), quanto tropicais (PIRES et al., 2002). O 

estresse térmico pode reduzir a taxa de fecundação e a conversão do oócito em embrião, 

tanto in vitro ou in vivo (WOLFENSON et al., 2000; ZERON et al., 2001; Al KATANANI et 

al., 2002; SARTORI et al., 2002).  

Camargo e colaboradores (2007), trabalhando entre o final da primavera e início do 

outono nos trópicos, mostraram que oócitos imaturos obtidos a partir de vacas da raça Gir 

apresentam maior capacidade de se desenvolverem em embriões após maturação e 

fecundação in vitro, em comparação aos oócitos obtidos a partir de vacas da raça 

Holandesa. Estes resultados são apoiados pelos relatos de que o estresse térmico afeta 

negativamente algumas funções ovarianas, causando efeitos deletérios estruturais e ou 

metabólitos nos oócitos, que culminam com a diminuição do potencial de desenvolvimento 

embrionário (Al-KATANANI et al., 2002; PAULA LOPES et al., 2003).  

Rocha e colaboradores (1998), trabalhando com oócitos de vacas Holandesas 

fertilizados com sêmen de touros Angus no EUA, observaram queda da qualidade, na taxa 

de clivagem e no desenvolvimento de blastocistos in vitro durante o verão em relação ao 

inverno. Embora para doadoras da raça Brahman (Bos indicus), estes mesmos autores 

observaram alta taxa de blastocistos em oócitos coletados e sem diferença para a estação 

do ano (ROCHA et al., 1998). 

Portanto, no nosso trabalho possa ter ocorrido influência do clima e nutrição no 

desempenho das doadoras, embora ocorram relatos de Alves (2008), de que a época do 

ano não afetou a produção de embriões de doadoras superovuladas das raças Holandesa 

e Gir, que recuperaram uma média de estruturas totais, viáveis e congeláveis de, 

respectivamente, 20,1; 14,6 e 13,3 no inverno e de 8,6; 7,1 e 6,6 no verão (p>0,05) em 

doadoras da raça Holandesa, e de 2,4; 1,6 e 1,4 no inverno e de 7,7 6,9 e 4,7 no verão 
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(p>0,05), em doadoras da raça Gir. 

Relatos sobre a influência nutricional na PIV em bovinos confirmam sua importância 

nos resultados desta biotecnologia. Martins e colaboradores (2006), avaliando a influência 

da alta ou baixa ingestão alimentar na produção in vitro de embriões em vacas 

Azebuadas, observaram um maior número de folículos >3 mm de diâmetro presentes nos 

ovários das vacas com alta ingestão no momento das aspirações foliculares, mas o 

número de ovócitos aspirados e de embriões produzidos in vitro não diferiu entre os 

grupos. Além da quantidade, a composição da dieta consumida antes do acasalamento 

também afeta a maturação oocitária e a sobrevivência prenatal. Sinais endócrinos e 

metabólicos que regulam o crescimento folicular podem também influênciar o 

desenvolvimento do oócito através de mudanças nas concentrações de hormônios e 

fatores de crescimento no fluido folicular ou via interação células da granulosa e o oócito 

(WEBB et al., 2004). Mudanças por um curto período no consumo de dietas energéticas 

influênciam a morfologia do oócito e o potencial de desenvolvimento (O’CALLAGHAN & 

BOLAND, 1999). Webb e colaboradores (2004), também demonstraram que os ácidos 

graxos podem talvez influênciar o potencial do desenvolvimento oocitário em vacas de 

leite de alta produção. 

O número médio de oócitos viáveis por aspiração, de 16,77 ± 10,66 foi diferente 

entre as vacas em função do DNA mitocondrial da doadora, sendo maior nas doadoras de 

origem Bos taurus de 21,65 ± 1,37 oócitos. Para as demais características estudadas 

como embriões e gestações por aspiração, e a taxa de conversão de oócito para embrião 

não houve diferença entre as doadoras em função das linhagens citoplasmáticas B. taurus 

e B. indicus. Na literatura são poucos os relatos sobre a influência citoplasmática em 

características relacionadas à eficiência reprodutiva. Contudo, Henkes e colaboradores 

(2004), avaliaram a influência citoplasmática sobre características reprodutivas na raça 

Brangus (3/8 Nelore e 5/8 Aberdeen Angus) e observaram que a linhagem citoplasmática 

contribuiu com 15% da variância fenotípica da idade ao primeiro parto, aproximando-se 

dos 19% de contribuição do efeito genético direto. A influência dos efeitos genéticos 

materno não foi observada em qualquer uma das características reprodutivas. Paneto e 

colaboradores (2008), em um estudo para verificar a existência de diferenças em relação a 

características produtivas e reprodutivas (produção total de leite na lactação, duração da 
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lactação, idade ao primeiro parto, e intervalo de partos), entre bovinos da raça Guzerá com 

aptidão leiteira da origem mitocondrial (Bos indicus ou Bos taurus), concluiram que elas 

existiram no rebanho durante a sua formação. Com o passar das gerações, e a 

manutenção do rebanho sem introdução de novas matrizes, essas diferenças foram 

diluídas. Seus resultados indicaram que, apesar das diferentes origens estarem 

relacionadas a diferenças composições genéticas iniciais, as características estudadas 

não sofreram efeitos significativos do DNA mitocondrial, mas provavelmente apenas de 

DNA nuclear, uma vez que as diferenças não permaneceram com o passar das gerações. 

No entanto, Ribeiro e colaboradores (2009), estudando o mesmo rebanho Gir leiteiro do 

nosso experimento, concluiram que para as características de reprodução, somente 

encontrou-se influência significativa da origem mitocondrial (Bos indicus ou Bos taurus) na 

idade ao primeiro parto, sendo os animais taurinos em média de 30,1 dias mais precoces 

que os de origem indiana. 

Dentro dos fatores importantes que afetam o sucesso da PIV o touro, é responsável 

por uma grande variação. Há uma serie de questões que influênciam as taxas de sucesso 

do uso de sêmen sexado para a produção in vitro de embriões bovinos, que incluem 

redução nas taxas de fertilização (CRAN et al., 1995), menores taxas declivagem (LU & 

SEIDEL, 2004), menor número de blastocistos (MERTON et al., 2007) e baixas taxas de 

prenhez (CRAN et al., 1995). No entanto, o uso de sêmen sexado é uma potente 

ferramenta para a produção de embriões do sexo pré-determinado (WHEELER et al., 

2006), e a utilização do sêmen sexado em programas de PIV, tem ocasionado grande 

variação na geração de embriões viáveis a transferência. Estudos recentes comparam a 

utilização de sêmen sexado por citometria de fluxo ao sêmen convencional (não sexado), 

em relação à produção in vitro de embriões bovinos, e concluem que ambas podem ser 

utilizada para PIV obtendo-se índices de clivagem e desenvolvimento embrionário acima 

de 75% e 35%, respectivamente (LIMA, 2007). Zhang e colaboradores (2003), não 

observaram diferenças significativas entre as taxas de produção de embriões utilizando 

sêmen sexado, sêmen submetido somente ao corante para sexagem ou sêmen 

convencional (20,3%, 21,6% e 22,3% respectivamente), concluindo que a separação dos 

espermatozóides ou o corante utilizado para a separação por citometria de fluxo não 

interferem no desenvolvimento embrionário in vitro. No entanto, Lu e colaboradores 
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(1999), encontraram diferenças significativas nas taxas de produção de blastocistos 

utilizando sêmen sexado ou convencional, mas afirmam que a utilização desta biotécnica é 

viável para programas de PIV. No nosso trabalho, todas as fertilizações foram realizadas 

com uso de sêmen comercial de touros da raça Gir sexado para cromossoma X no 

citomêtro de fluxo. Com os resultados da taxa de conversão de oócito em embrião de 

41,7%, nos permite validar o uso desta tecnologia na PIV com a raça estudada. No 

entanto, ficou demonstrada a diferença entre touros, com os resultados mostrando 

conversão atingida por vários touros acima da média relatada na literatura para sexagem 

realizada no citomêtro. Palma & Sinomatz (2004), realizaram um estudo no qual utilizaram 

na PIV, sêmen de 63 touros que na IA haviam apresentado taxas de prenhez aos 60 e 90 

dias de 65 a 75% e observaram taxas de blastocistos variando de 6,9 a 51,2 %, sendo 

observadas variações significativas. Neste trabalho, também ocorreu uma grande variação 

entre touros nos resultados com sêmen sexado para cromossoma X. A utilização de 

sêmen sexado, embora melhore a relação custo-benefício na transferência de embriões, 

por ser uma técnica invasiva, pode em algumas vezes, inviabilizar a utilização de 

determinado embrião ou promover injúrias a sua integridade ocasionando reduções nas 

taxas de gestação (WILSON et al., 2006). No entanto, Beltrame e colaboradores (2010), 

avaliando indicadores de eficiência reprodutiva e custo da prenhez na eficiência 

econômica da produção in vivo e de embriões, afirmaram que a sexagem fetal deve estar 

associada à produção in vivo de embriões bovinos. 
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8. CONCLUSÕES  
 

A produção de oócitos viáveis e embriões por aspiração, foi associada com a idade da 

doadora, ocorrendo uma queda na produção das estruturas com o avançar da idade.  

 

A produção de embriões foi influênciada pelo mês e ano das aspirações. 

 

O número de prenhez por aspiração, foi diferente em função do mês da aspiração 

folicular e do touro utilizado na fertlização in vitro. 

 

A produção de oócitos viáveis foi influênciada pela linhagem citoplasmática da 

doadora, sendo menor nas vacas de DNA mitocondrial Bos indicus. 

 

A converssão de oócitos em embriões e a taxa de prenhez de aspirações em doadoras 

da raça Gir (Bos taurus indicus), são influenciadas pelo sêmen sexado para 

cromossoma X de touros da raça Gir. 
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10. ANEXOS. 
 

Tabela 16 - Composição mínima da ração experimental. 

Composição Quantidade (%) 

Proteína Bruta (PB) 18 

Nutrientes Digestíveis Totais (NDT) 84 

Fósforo (P) 0,5 

Cálcio (Ca) 1,17 

 

 

Tabela 17 - Níveis minerais mínimos/ kg de sal mineral utilizado no experimento. 

Componentes Quantidade 

Cálcio (Ca) 120g 

Fósforo (P) 82g 

Magnésio (Mg) 15g 

Sódio (Na) 121g 

Enxofre (S) 2,2g 

Cobalto (Co) 130mg 

Cobre (Cu) 1160mg 

Flúor (F) 1120mg 

Iodo (I) 120mg 

Manganês (Mn) 1325mg 

Selênio (Se) 33mg 

Zinco (Zn) 4670mg 
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Quadro 1: Descrição  do escore da condição corporal (ECC) de vacas Gir (Bos 
taurus indicus). 

Escore da condição corporal relacionado com o aspecto do animal 

ECC Condição Corporal Aspecto 

1 Debilitada Percebe-se visivelmente o aspecto caquético do animal 
extremamente magro sem gordura detectável sobre os 
processos vertebrais espinoso e transverso ou sobre os 
ossos da bacia e costelas. 

2 Muito magra Pouca musculatura sobre a coluna vertebral, sem 
depósitos de gordura. 

3 Magra A musculatura lombar apresenta aspecto convexo em 
relação perpendicular a coluna vertebral. Alguns depósitos 
de gordura, costelas visíveis. 

4 Limíte A musculatura lombar apresenta-se plana. Costelas 
dianteiras não perceptíveis. 

5 Moderada Aparência geral boa. Musculatura lombar esta de plana 
para ligeiramente côncava. A 12ª e 13ª costelas não são 
visíveis. 

6 Boa É preciso aplicar pressão firme sobre a espinha para sentir 
os processos espinhosos. Há bastante gordura palpável 
sobre as costelas e ao redor da inserção da cauda. A 
musculatura lombar encontra-se côncava e o aspecto geral 
é de uma novilha muito boa. Ainda percebe-se o contorno 
ósseo da tuberosidade ilíaca.  

7 Muito Boa Abundância de gordura na inserção da cauda. Aparecem 
"cintos" e "bolos" de gordura. Já se nota alguma gordura 
ao redor da vulva e na virilha. A tuberosidade ilíaca e 
isquiádica (ossos da garupa) tem a forma arredondada e 
estão cobertas de gordura. 

8 Gorda Animal muito gordo e super condicionado. Cobertura 
espessa e densa de gordura. Grande depósito de gordura 
sobre as costelas, na região da inserção da cauda e 
abaixo da vulva. 

9 Obesa Excesso de gordura em todo o corpo com a aparência de 
um bloco. 
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 ESCORE 2 
 

 ESCORE 3 
 

 ESCORE 4 
 

 ESCORE 5 
 

 ESCORE 6 
 

 ESCORE 7 
 

 ESCORE 8 
Figura 6 – Figuras dos escores da condição corporal (ECC) de vacas Gir (Bos 
taurus indicus). 
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Tabela 18 – Resultado individual por aspiração, da produção in vitro de oócitos 
totais e viáveis, de embriões, da relação oócitos totais e oócitos viáveis, e da 
conversão de oócitos em embriões, no pós-parto de oito vacas doadoras da raça 
Gir (Bos taurus indicus) do rebanho experimental. 

DOADORAS OÓCITOS 
n 

OÓCITOS 
VIÁVEIS 

EMBRIÕES 
n 

EMBRIÕES/ 
OÓCITOS 

VACA ORD. 
PART. 

DPP TOTAIS VIÁVEIS %  % 

A 1 17 69 32 46 9 30 
A 1 35 78 50 73 17 34 
A 1 71 50 31 62 12 39 

B 1 15 24 15 62 5 33 
B 1 35 15 7 47 4 57 
B 1 56 25 22 88 1 5 

C 1 25 12 8 67 6 75 
C 1 46 19 12 63 8 66 
C 1 71 20 10 50 7 70 

D 1 18 27 21 77 2 10 
D 1 32 57 40 70 3 7 
D 1 53 47 37 78 0 0 

E 1 25 5 3 60 1 33 
E 1 45 5 4 80 0 0 
E 1 62 5 5 100 0 0 

F 2 28 28 19 68 19 100 
F 2 48 56 33 59 23 67 
F 2 69 25 22 88 7 32 

G 6 15 22 15 68 3 20 
G 6 35 33 17 51 3 18 
G 6 56 21 15 71 1 7 

H 8 13 12 9 75 0 0 
H 8 34 16 16 84 5 31 
H 8 62 22 22 100 6 27 

ORD.PART. = Ordem de parto da doadora.   DPP = número de dias pós-parto no 
momento da aspiração folicular. 
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Tabela 19 - Número médio de oócitos totais, oócitos viáveis e blastocistos, por 
sessão de aspiração da doadora, nos grupos de vaca (GR) classificadas por: 
tratamentos de ablação do folículo dominante pré-aspiração folicular (ABLA) ou 
grupo controle, dentro dos nas classes de escore corporal (CECC) alto ou baixo, e 
nas classes de ordem de parto: das primíparas e multíparas. Os números são 
médias dos quadrados mínimos ± erro padrão das médias (EPM). 
 
GR TRAT. CECC ORD. PAR. OÓC. TOT. OÓC. VIÁV. BLAST.* n 

1 ABLA. BAIXO Primíparas 36,2 ± 21,5 22,27± 2,4 7,85 ± 1,14a 23 

2 ABLA. BAIXO Multíparas 27,0 ± 17,9 15,9 ± 2,3 5,56 ± 1,07 26 
        

3 ABLA. ALTO Primíparas 31,3 ± 10,9 16,4 ± 4,5 7,13 ± 2,11 6 

4 ABLA. ALTO Multíparas 38,9 ± 18,7 25,6 ± 3,5 7,71 ± 1,65 10 
        

5 CONT. BAIXO Primíparas 30,2 ± 17,6 20,0 ± 1,7 4,86 ± 0,82b 41 

6 CONT. BAIXO Multíparas 25,7 ± 12,3b 15,9 ± 1,8b 2,83 ± 0,87B 37 
        

7 CONT. ALTO Primíparas 21,5 ± 8,0 13,31 ± 4,4 2,67 ± 2,09 6 

8 CONT. ALTO Multíparas 39,9 ± 15,8a 27,1 ± 1,9a 7,49 ± 0,91A 32 
        

TRAT. = Tratamento de ablação do folículo dominante pré aspiração folicular 
(ABLA.)  
CONT. = Tratamento controle      GR = Grupo de vacas com três classificações. 
CECC = Classes de escore corporal pós parto: CECC alto= ECC 6 e 7, CECC 
baixo = ECC 3 a 5. 
BLASTO.= Blastocistos     n = numero de aspirações no grupo. 
* letras maiúsculas ou minúsculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste 
do Qui-quadrado. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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