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RESUMO 
 

Objetivou-se avaliar o efeito da condição corporal e/ou da alta ingestão de 

matéria seca (AIMS) na produção in vivo de embriões de fêmeas bovinas 

superovuladas. Em um primeiro experimento, 14 vacas Simental x Nelore não-

lactantes com elevado escore de condição corporal (ECC) foram divididas em 

grupos de Manutenção=M ou alta ingestão de matéria seca=AIMS. As vacas do 

grupo AIMS receberam dieta com 180% da manutenção, entre 7 dias antes do 

início da superovulação (SOV) e o final das aplicações de FSH. O grupo M 

recebeu dieta de manutenção. O número de folículos recrutados e ovulados 

não diferiu entre os grupos (P>0,10). Entretanto, os números de estruturas 

totais e embriões viáveis colhidos foram maiores no grupo M (P<0,05). Em um 

segundo experimento avaliou-se a influência do ECC associado ou não da 

AIMS na produção embrionária em 36 novilhas Nelore. AIMS ocorreu por 14 

dias antes do início da SOV. Após colheita, os embriões viáveis foram 

congelados para posterior cultivo até eclosão. Não houve diferença entre os 

grupos na população folicular ao início da SOV, na resposta superestimulatória 

ou superovulatória, nem no número ou qualidade dos embriões colhidos. As 

novilhas com <ECC apresentaram maiores concentrações séricas de IGF-I, 

entretanto as com >ECC tiveram insulina mais alta. Os embriões dos animais 

com >ECC apresentaram diâmetro, taxas de eclosão e expressão relativa de 

mRNA do gene BAX superiores após cultivo do que os coletados no grupo com 

<ECC. Os resultados conflitantes entre os experimentos e com dados da 

literatura sugerem haver diferentes respostas à alimentação dependendo da 

raça ou estado nutricional na produção embrionária. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bovino, nutrição, superovulação, embrião. 
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ABSTRACT 

 
The aim of this study was to investigate the effect of body condition and/or high 

dry matter intake (flushing) on in vivo embryo production in superovulated 

female cattle. A first experiment used 14 non-lactating Nelore x Simmental cows 

with a high body condition score (BCS) divided into Maintenance=M or 

Flushing=F groups. Seven days prior to onset of superovulation (SOV) until the 

last day of treatment with FSH, group F cows were fed a diet to achieve 180% 

of maintenance. Group M cows were fed a maintenance diet. The number of 

recruited or ovulated follicles did not differ between groups (P>0.10). However, 

the total number of embryos/ova and the number of viable embryos recovered 

were greater in the M group (P<0.05). A second study investigated whether 

differences in BCS, associated or not with nutritional flushing, influence the 

embryo production in 36 Nelore heifers. Nutritional flushing was conducted 

during 14 days prior to the onset of SOV. After recovery, viable embryos were 

frozen to be subsequently cultured until hatching. There was no difference 

among groups for follicle population at onset of SOV, superstimulatory or 

superovulatory responses, nor number or quality of recovered embryos. Heifers 

with <BCS had grater blood concentrations of IGF-I, whereas heifers with >BCS 

had grater insulin. Embryos collected from >BCS heifers had greater diameter, 

hatching rates and relative expression of the BAX gene mRNA than the ones 

recovered from <BCS heifers. The conflicting results between the experiments 

and also in relation to data from the literature suggest that there are different 

responses to diets depending on animal breed or nutritional status on embryo 

production. 

 
KEYWORDS: Bovine, nutrition, superovulation, embryo. 

 
 
 



 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

CAPÍTULO I 
 

INTRODUÇÃO E REVISÃO DE 
LITERATURA 

 



 
 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

A pecuária brasileira tem tido uma demanda crescente de animais de 

elevado mérito genético, o que tem impulsionado o uso de técnicas avançadas 

de biotecnologia, notadamente aquelas associadas a reprodução animal, tal 

como a superovulação (SOV) e transferência de embriões (TE). Atualmente, o 

Brasil é um dos países que mais geram produtos utilizando esta biotecnologia, 

porém com resultados muito variáveis e aquém do ideal. Há variação individual 

ao tratamento observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus (Baruselli et 

al., 2003) quanto em Bos taurus (Sartori et al., 2003, 2004; Martins et al., 

2005). Esta variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento 

superovulatório é um dos maiores entraves em programas comerciais de TE 

(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004) e está 

relacionada não só aos diferentes protocolos superovulatórios, mas também ao 

estado nutricional do animal (Yaakub et al., 1999a). Em geral, fêmeas de 

elevado mérito genético que são utilizadas como doadoras de embriões, 

geralmente não são submetidas a um manejo nutricional adequado, o que 

compromete os resultados de TE. Além disso, a relação entre nutrição e 

reprodução é complexa e as respostas são muito variáveis e inconsistentes 

(Boland & Lonergan, 2003). 

A nutrição influencia diretamente a fertilidade de ruminantes através do 

suprimento de nutrientes específicos requeridos para o processo de 

desenvolvimento do espermatozóide e do ovócito, ovulação, fecundação, 

sobrevivência embrionária e estabelecimento da gestação. Pesquisas recentes 

envolvendo nutrição e fertilidade de bovinos têm demonstrado efeito da 

nutrição sobre eventos moleculares e celulares que envolvem a produção de 

gametas, o desenvolvimento embrionário, o crescimento e a implantação do 

concepto. Mudanças abruptas na composição ou na quantidade de alimento 

ingerido podem alterar a função ruminal e a homeostase metabólica com 

conseqüências adversas na sobrevivência embrionária (Robinson et al., 2006).  

Além das alterações nutricionais, o estado metabólico do animal também 

está entre os fatores que mais afetam o desempenho reprodutivo da fêmea 

bovina (Webb et al., 2004). No entanto, os mecanismos fisiológicos específicos 

através dos quais a dieta influencia a reprodução permanecem pouco 



 
 

 

entendidos e ainda precisam ser elucidados (Gong, 2002; Diskin et al., 2003). 

Diversos estudos discutem a influência da nutrição na fertilidade de ruminantes 

(Butler, 2000; Gong, 2002; Webb et al., 2004). 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 controlam direta ou indiretamente 

a função ovariana e a produção embrionária. 

A energia é o nutriente que mais afeta a reprodução de fêmeas bovinas. 

A ingestão insuficiente de energia está correlacionada a um desempenho 

reprodutivo insatisfatório, 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., 2004). 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 ovócitos com qualidade comprometida 

(Dunne et al., 1999; Yaakub et al., 1999b). 

Sugere-se que esse comprometimento ovocitário, seja consequência 

dos efeitos de mudanças agudas na dieta sobre a função ovariana, os quais 

são conduzidos por outros fatores sistêmicos que não as gonadotrofinas e por 

fatores produzidos localmente. Webb et al. (2004) afirmam que influências 

ambientais, como alterações na dieta, afetam a atividade ovariana alterando as 

concentrações dos hormônios metabólicos, dentre eles o GH (somatotropina), 

a insulina, o IGF (fator de crescimento semelhante à insulina) principalmente 

IGF-I e a leptina e relatam também que a nutrição afeta a expressão de mRNA 

de componentes do sistema IGF ovariano a fim de regular a 

sensibilidade/resposta dos folículos às gonadotrofinas.  

Além da quantidade energética fornecida nas dietas, o desempenho 

reprodutivo de vacas também está associado ao escore de condição corporal 

(ECC) que o animal se encontra (Morrison et al., 1999; Bossis et al., 1999). 

Este ECC e o nível energético da dieta influenciam, de forma sinérgica ou 

antagônica, em diversos fatores que regulam o desenvolvimento folicular 

ovariano e a esteroidogênese, refletindo desta forma, qualitativa e 



 
 

 

quantitativamente na produção de embriões (Rhodes et al., 1995; Adamiak et 

al., 2005).  



 
 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Influência da ingestão alimentar no crescimento folicular e na 
resposta superovulatória de fêmeas bovinas  
 

Em ruminantes monovulatórios, o crescimento do folículo primordial uma 

vez iniciado, continua até que ele se torne atrésico ou prossiga até a ovulação. 

Os mecanismos precisos que controlam o início e o número de folículos 

primordiais que iniciam o crescimento ainda não são conhecidos. Estudos têm 

confirmado que para um folículo primordial atingir o estágio pré-ovulatório leva 

em torno 90 a 120 dias e sabe-se que esse crescimento contínuo é controlado 

primariamente por fatores de crescimento locais e por gonadotrofinas (Webb et 

al., 2004). 

O início do desenvolvimento e o crescimento folicular durante toda a 

fase pré-antral parece ser dependente de fatores de crescimento, nessa fase 

não existe dependência de gonadotrofinas embora RNAm para receptor de 

FSH tenha sido detectado em folículos com apenas uma ou duas camadas de 

células da granulosa (folículos primários), antes mesmo da formação da teca 

interna (Bao & Garverick, 1998; Webb et al., 2004). Estudos in vivo e in vitro 

mostraram que o FSH na fase pré-antral acelera o desenvolvimento, mas não é 

essencial para que ele ocorra. No entanto, assim que esses folículos atingem o 

diâmetro de 4,0 mm, ou seja, chegam à fase de recrutamento, eles se tornam 

dependentes de gonadotrofinas e os fatores de crescimento deixam de ser 

determinantes e assumem um papel permissivo, já que na ausência de 

gonadotrofinas os folículos crescem apenas até atingirem o diâmetro de 4,0 

mm (Campbell et al., 1995; Gong et al., 1996; Webb et al., 2004). A partir dessa 

fase (recrutamento) em que os folículos passam a ser dependentes de 

gonadotrofinas, os fatores de crescimento assumem papel permissivo, apenas 

auxiliando no crescimento (Webb et al., 2004). 

Muitos trabalhos já foram desenvolvidos com o objetivo de aumentar o 

número de folículos recrutados, já que o “pool” folicular presente na fase de 

recrutamento é pré-requisito para melhorar a resposta aos protocolos de 

superovulação e consequentemente melhorar a eficiência reprodutiva dos 

animais domésticos (Fortune, 2003). A resposta superovulatória pode ser 



 
 

 

influenciada por fatores intrínsecos (relacionados ao animal) e extrínsecos 

(ambiente), dentre eles a nutrição. Até o presente momento, o “flushing” 

nutricional (curto período de superalimentação) (Gutierrez et al., 1997; 

Armstrong et al., 2002; Gong et al., 2002) e o uso do rbST (somatotropina 

bovina recombinante) (Gong et al., 1991; Buratini et al., 2000) mostraram ser 

os principais fatores capazes de influenciar positivamente o número de folículos 

recrutados e/ou a resposta aos protocolos de superovulação. 

A ingestão de diferentes níveis nutricionais por um período curto de 

tempo (em média com duração de 21 dias) pode influenciar o recrutamento de 

pequenos folículos, sem afetar as concentrações de FSH (Gutierrez et al., 

1997; Armstrong et al., 2001; Gong et al., 2002), resultando em maior número 

de folículos ovulados após tratamento superovulatório em animais com alta 

ingestão alimentar (Gong et al., 2002). Este aumento está associado à maior 

concentração plasmática de fatores de crescimento, principalmente IGF-I e 

insulina (Freret et al., 2006). No entanto, Bastos et al. (2007a) trabalharam com 

novilhas Nelore com alto e baixo escore de condição corporal (ECC), 

submetidas ao “flushing” nutricional (180% da dieta de manutenção) por 14 

dias e não encontraram diferença no número de folículos recrutados em 

relação ao grupo controle (alto e baixo ECC com dieta de manutenção). 

Os fatores de crescimento são de origem sistêmica ou produzidos 

localmente pelas células da granulosa e da teca e podem agir por mecanismos 

endócrino, parácrino ou autócrino, dentre eles se destacam o sistema IGF, a 

insulina, a glicose e o hormônio do crescimento (GH) e acredita-se que estes 

sofram influências de alterações ambientais, principalmente nutricionais. 

Exemplos específicos da influência da ingestão alimentar sobre a função 

ovariana são as correlações entre o diâmentro do folículo pré-ovulatório e 

perda de peso em vacas de corte (Rhodes et al.,1995), entre balanço 

energético negativo e crescimento folicular em vacas de leite no período pós-

parto (Beam & Butler, 1997) e o efeito da dieta na competência de 

desenvolvimento de ovócitos de novilhas (Armstrong et al., 2001). 

Foi sugerido por Diskin et al. (2003) que os mecanismos que levam a 

alterações reprodutivas via eixo hipotálamo-hipófise-gônada e alteram a 

síntese e liberação de gonadotrofinas, dependem do período de duração da 

mudança nutricional. Gong (2002) relatou que estudos mais recentes 



 
 

 

levantaram a hipótese que os hormônios metabólicos exercem um efeito direto 

no ovário de fêmeas submetidas a tratamentos com dietas diferenciadas. Ainda 

relatou que não há relação consistente entre condição nutricional e secreção 

de gonadotrofinas, uma vez que a nutrição não alterou a secreção de FSH em 

novilhas que entraram em anestro por restrição alimentar prolongada, assim 

como em novilhas superalimentadas por um período de três semanas. 

No entanto, Wettermann & Bossis (1999) afirmam que dieta ingerida e 

reserva energética corporal influenciam as concentrações de substratos 

energéticos e hormônios metabólicos no sangue, os quais devem alterar o eixo 

hipotálamo-hipófise-gônada e relatam que está estabelecido que o decréscimo 

na pulsatilidade de LH está associado ao anestro induzido nutricionalmente em 

vacas, mas o sinal metabólico entre reserva energética corporal e secreção de 

GnRH e LH ainda não está determinado. 

Porém, em relação aos efeitos de mudanças agudas na dieta (que não 

são suficientes para induzir o anestro) sobre a função ovariana, acredita-se que 

sejam conduzidos por outros fatores sistêmicos que não as gonadotrofinas e 

por fatores produzidos localmente. Confirmando, Armstrong et al. (2002) 

encontraram que alterações nos níveis séricos de insulina e IGF-I induzidas por 

alterações na quantidade da dieta ingerida, têm efeito direto no potencial 

esteroidogênico das células da granulosa de folículos pequenos (1,0 a 4,0 mm) 

de bovinos. A dieta aumentou o número de pequenos folículos, a atividade da 

aromatase e aumentou também a concentração de hormônios metabólicos. 

Sugerindo que este seja um possível mecanismo através do qual alterações 

agudas na dieta podem afetar e, possivelmente, controlar o recrutamento 

folicular, já que as alterações observadas ocorreram apenas nos folículos 

pequenos, sem nehuma alteração nos folículos médios. 

Webb et al. (2004) também afirmam que influências ambientais, 

principalmente alterações agudas na dieta, afetam atividade ovariana sem 

alterar as concentrações circulantes de gonadotrofinas, mas alteram as 

concentrações dos hormônios metabólicos, dentre eles o GH, a insulina, o 

sistema IGF e a leptina e relatam também que a nutrição altera o padrão de 

expressão gênica (RNAm) dos componentes do sistema IGF ovariano, a fim de 

regular a sensibilidade/resposta dos folículos às gonadotrofinas, sendo possível 

também aumentar o número de folículos recrutados e consequentemente, 



 
 

 

melhorar a resposta aos programas de superestimulação induzida através do 

uso de tratamentos hormonais a base de FSH. 

No entanto, alguns trabalhos observaram efeito nulo (Bastos et al., 

2007a; Freret et al., 2006) ou negativo (Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 

1998; Yaakub et al., 1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; 

Lozano et al., 2003; Adamiak et al., 2005; Bastos et al., 2007b; Mollo et al., 

2007) da alta ingestão alimentar sobre o número de folículos recrutados e 

sobre a produção de ovócitos e de embriões. Alguns autores acreditam que 

“flushing” nutricional associado a um ECC elevado nos animais pode exercer 

um efeito deletério sobre o crescimento folicular, maturação ovocitária e 

produção de embriões, possivelmente devido ao excesso de IGF-I (Webb et al., 

2004) e à hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005).  

 
2.2. Hormônios Metabólicos 
 
2.2.1. Hormônio do Crescimento (GH) 
 

O GH tem um papel na regulação da função ovariana, mas os 

mecanismos exatos da sua ação ainda não estão bem esclarecidos. Sabe-se 

que restrição nutricional leva ao aumento da concentração de GH plasmático, 

sendo que seu principal efeito parece ser regular a síntese e liberação de IGF-I 

hepática, entretanto ainda não foi descartada a possibilidade de o GH ter efeito 

direto no ovário devido à presença de mRNA para receptores de GH (Gong et 

al., 1991). No entanto, esse possível efeito direto ainda permanece muito 

controverso. Lucy et al. (1993) através de RT-PCR detectaram apenas 

pequenas quantidades de RNAm para receptor de GH expresso em células 

foliculares e células pequenas do corpo lúteo, mas a presença da proteína 

(himunoistoquímica) não foi detectada em nenhum desses dois tipos celulares, 

apenas em células luteais grandes encontraram grande quantidade de 

receptores de GH. 

Em relação ao mecanismo de ação e efeito do GH, Diskin et al. (2003) e 

Fortune (2003) citam trabalhos (Kirby et al., 1996; Eckery et al., 1997; Kolle et 

al., 1998; Lucy et al., 1998) nos quais foi detectado mRNA para receptores de 

GH nos folículos ovarianos e existem evidências de que esses receptores 



 
 

 

estão presentes nas células da granulosa, o que possibilitaria uma ação direta 

do GH no ovário. Diskin et al. (2003) ainda reforçam essa hipótese ao citar que 

em rebanhos com deficiência na expressão de receptores de GH, as fêmeas 

são capazes de reproduzir, porém, apresentam menor desempenho, sugerindo, 

portanto, que o GH não seja essencial para a função reprodutiva, mas que atue 

também como um facilitador, com o objetivo de melhorar a resposta reprodutiva 

do rebanho. 

Fortune (2003) cita em sua revisão o trabalho de Danilovich et al. (2000) 

no qual populações de camundongos transgênicos com super-expressão de 

receptores de GH bovino tiveram aumento no número de folículos pré-antrais e 

antrais, e camundongos que sofreram nocaute dos receptores de GH tiveram 

concentrações plasmáticas reduzidas de IGF-I e de mRNA de IGF-I ovariano, 

sendo difícil concluir, nesse caso, se o efeito do GH na função ovariana foi 

direto ou indireto. Mas, nesta mesma revisão também cita Bachelot et al. 

(2002), em cujo trabalho foram usados implantes que elevaram as 

concentrações séricas de IGF-I para próximo do normal, o que não foi 

suficiente para restabelecer a taxa normal de ovulação, tanto espontânea 

quanto estimulada. Sugeriram, portanto, que o efeito do GH na população 

folicular é independente do efeito do IGF-I, ou seja, que além do GH influenciar 

a liberação de IGF-I hepático, realmente existe a possibilidade de ocorrer uma 

ação direta do GH via receptores específicos nos ovários.  

Chase et al. (1998) e Bossis et al. (1999) mostraram que a liberação de 

GH é controlada pela nutrição e pela concentração de IGF-I através de “feed 

back” negativo. No entanto, a ação do GH na liberação de IGF-I é dependente 

da presença de insulina. Animais subnutridos apresentam elevadas 

concentrações de GH, baixas concentrações de insulina e de IGF-I. Isso se 

deve a uma menor atividade dos receptores hepáticos de GH, que pode ser por 

menor quantidade ou por menor sinalização do segundo mensageiro. A 

atividade do receptor é determinada pela insulina. A presença da insulina 

determina receptores ativos e a ausência leva a diminuição da atividade 

(Chase et al., 1998). Também foi mostrado por Chase et al. (1998) que bovinos 

com deficiência de receptores de GH (GHRD) eram associados à condição de 

miniatura e apresentavam menores concentrações de IGF-I, maiores 

concentrações de GH e menor número de folículos pequenos presentes no 



 
 

 

ovário, comparados ao grupo controle. Concluíram que GH e IGF-I são 

regulados pela nutrição (maior ou menor concentração de insulina) e têm 

efeitos diretos na função ovariana e que alterações no GH, rGH e IGF-I 

associadas à nutrição ocorrem independentemente das gonadotrofinas. 

Butler et al. (2003) mostraram que a insulina restaura a responsividade 

ao GH em vacas de leite com balanço energético negativo induzido pela 

lactação, por efetar a expressão de IGF-I e de receptores de GH. Trabalharam 

com infusões de insulina (1,0 µg/kg de peso vivo/hora) e observaram que as 

concentrações de IGF-I aumentaram continuamente durante as infusões, além 

disso, encontraram maior expressão hepática de mRNA para receptor de GH e 

para IGF-I no grupo que recebeu as infusões, em relação ao grupo controle. 

Concluíram que a hipoinsulinemia observada no período pós-parto em vacas 

de leite é responsável pela menor expressão hepática de receptores de GH, 

resultando na não ligação do eixo GH-IGF-I. A restauração da insulina 

plasmática acima de um nível mínimo, ainda não determinado, é importante 

para restabelecer a funcionalidade do eixo GH-IGF-I em vacas em lactação ou 

em outras situações que levam ao balanço energético negativo. 

Confirmando a hipótese, Gong (2002) mostrou a importância da insulina 

e do sistema IGF como mediadores do GH no crescimento folicular inicial, ao 

relatar que novilhas tiveram o número de folículos pequenos aumentados com 

o aumento da insulina e do IGF-I, mas o mesmo não ocorreu quando apenas o 

GH foi aumentado. Além disso, citou que concentrações de IGF e insulina de 

novilhas tratadas com GH agiram em sinergismo com as gonadotrofinas, 

estimulando a proliferação de células da granulosa em folículos pequenos, mas 

não em médios e grandes, sendo consistente com observações prévias de que 

o GH aumenta a população somente de folículos pequenos. De acordo com 

Gutierrez et al. (1997) estudos in vitro mostraram que GH, insulina e IGF-I 

estimulam a proliferação e esteroidogênese de células da granulosa de 

bovinos.  

A expressão hepática de receptores de GH e de IGF-I respondem 

agudamente ao “status” nutricional e fisiológico em que os animais se 

encontram. Está bem estabelecido que a quantidade de receptores de GH 

presentes no fígado apresenta correlação positiva com as concentrações 

plasmáticas de IGF-I e com os níveis nutricionais. A inabilidade do GH 



 
 

 

estimular a síntese e liberação hepática de IGF-I durante o período de balanço 

energético negativo é chamada de “resistência ao GH”, e é consequência da 

hipoinsulinemia presente nesse período. Esta hipoinsulinemia causa “down 

regulation” dos receptores de GH, logo esses animais apresentam elevadas 

concentrações séricas de GH, porém as concentrações de IGF-I são 

drasticamnete reduzidas (Butler et al., 2003). 

 

2.2.2. Sistema IGF 
 
Os IGFs são fatores de crescimento semelhante à insulina ou 

somatomedinas, que são produzidos e secretados primariamente pelo fígado 

em resposta ao estímulo do GH podendo ou não estar associados à nutrição 

(Diskin et al., 2003), principalmente às concentrações séricas de insulina. Os 

receptores de GH são encontrados em diversos tecidos, porém o fígado é o 

local de maior abundância. A quantidade desses receptores presentes no 

fígado é dependente da presença de insulina e eles determinam os níveis 

circulantes de IGF-I (Butler et al., 2003).  

Os IGFs atuam como mediadores na maioria das ações promotoras de 

crescimento do GH e são polipeptídeos de cadeia única com homologia 

estrutural da pró-insulina. Eles regulam a proliferação e a diferenciação de 

vários tipos celulares e têm efeitos metabólicos semelhantes à insulina. No 

entanto, diferentemente da insulina, são produzidos pela maioria dos tecidos e 

têm capacidade de atuar por via endócrina, assim como por mecanismos 

parácrino e/ou autócrino (Hafez & Hafez, 2004). 

O sistema IGF é complexo e composto por IGF-I e IGF-II, por dois tipos 

de receptores (tipo-I e II), por seis proteínas ligadoras à IGF que são as IGFBP-

1, -2, -3, -4, -5 e -6 e por enzimas de inativação (IGFBPase) das IGFBPs. Não 

existe especificidade para receptor, porém quando IGF se liga ao receptor tipo 

II não desencadeia o sinal à célula, por ser inativo. As proteínas ligadoras de 

baixo peso molecular (IGFBP-2, -4 e -5) apresentam maior afinidade pelos 

IGFs impedindo que estes se liguem aos receptores. A função das IGFBPases 

é degradar as IGFBPs possibilitando maior biodisponibilidade de IGF (livre) 

para se ligar aos receptores (Fortune et al., 2004). O IGF-I, potente agente 

mitogênico, estimula a diferenciação e proliferação celular e atua de maneira 



 
 

 

sinérgica com o FSH na esterodogênese, aumentando a atividade da P450 

aromatase (Echternkamp et al., 1994). 

Webb et al. (2004) afirmaram que esses fatores produzidos localmente 

têm papel importante no estágio inicial do desenvolvimento folicular e citam que 

as células da granulosa de folículos pré-antrais expressam mRNA de ambos 

IGFBP-2 e receptor tipo I de IGF. Dessa forma, qualquer alteração nos 

componentes do sistema IGF pode afetar potencialmente o desenvolvimento 

folicular. Entretanto, ainda existem muitas contradições devido à grande 

variedade de dados publicados, os quais demonstram tanto a presença quanto 

a ausência de mRNA de IGF-I nas células da granulosa. Echternkamp et al. 

(1993) comentam que apesar de o fígado ser a maior fonte de IGF-I 

mensurável na circulação, RNAm de IGF-I também foi identificado no tecido 

ovariano de ratos, bovinos, suínos e ovinos. Da mesma forma, dados revisados 

por Bao & Garverick (1998) e por Fortune et al. (2001) mostraram que Yuan et 

al. (1997) encontraram expressão de IGF-I (células da granulosa) e -II (células 

da teca) em pequenos folículos antrais (ainda não recrutados), folículo 

subordinado e dominante. Além disso, Yuan et al. (1998) e Chadrashekar et al. 

(2004) também mostraram que a maioria dos folículos não recrutados 

apresentavam expressão de mRNA para IGFBP-2, sugerindo que o destino dos 

folículos que possuem mRNA para IGFBP-2 seja a atresia.  

No entanto, Ginther et al. (2001) afirmam que somente folículos acima 

de 9,0 mm de diâmetro expressam mRNA para IGF-I e Armstrong et al. (2001) 

não detectaram mRNA de IGF-I nem em células da granulosa nem em células 

da teca. Já o IGF-II tem sido claramente detectado apenas em células da teca 

de folículos antrais (Yuan et al., 1997; Bao & Garverick, 1998; Webb et al., 

2004). 

Os efeitos dos IGFs no desenvolvimento de folículos pré-antrais têm 

variado de acordo com o sistema de cultivo, mas a estimulação foi conseguida 

quando doses de insulina próximas da fisiológica foram utilizadas. Além disso, 

baseados nos experimentos desenvolvidos por Elvin & Matzuk (1998), já foi 

claramente demonstrada a importância dos IGFs para os estágios iniciais do 

desenvolvimento folicular, pois o nocaute do gene levou a um 

comprometimento severo da foliculogênese pré-antral e antral inicial em 

camundongos (revisado por Buratini, 2006).  



 
 

 

Ginther et al. (2001), Rivera et al. (2001) e Fortune et al. (2004) 

mostraram que também há um forte envolvimento do sistema IGF na seleção 

do folículo dominante e que alterações no sistema IGF folicular são 

determinantes críticos no estabelecimento da dominância folicular. 

Buttler (2000) afirma que os níveis plasmáticos de IGF-I estão 

diretamente relacionados com o “status” nutricional e que a presença de IGF-I 

é fator crítico no desenvolvimento folicular. Vacas de leite no período pós-parto 

que desenvolveram um folículo dominante capaz de ovular apresentavam os 

níveis de IGF-I 40-50% mais altos durante as duas primeiras semanas 

comparadas com os níveis presentes nas vacas com folículos não ovulatórios. 

Além do mais, concentração plasmática de estradiol foi altamente 

correlacionada com os níveis plasmáticos de IGF-I. Sugerindo que alterações 

sistêmicas nas concentrações de IGF-I e IGFBPs também afetam suas 

concentrações no fluido folicular. Afirma também que, durante o período de 

balanço energético negativo inicial, a habilidade do folículo para produzir 

suficiente estradiol para a ovulação parece depender da biodisponibilidade de 

insulina e IGF-I plasmática e de alterações no perfil do balanço energético. 

No entanto, Landau et al. (2000) mostraram que as concentrações 

plasmáticas de insulina e IGF-I decrescem à medida que a deficiência 

nutricional leva o animal ao anestro, mas em contraste com a insulina, que é 

sistêmica e chega ao ovário pela circulação, o IGF-I também é produzido 

localmente no ovário e sua concentração no fluido folicular não é afetada pela 

condição nutricional. Dessa forma os autores sugerem que a concentração 

sérica de insulina parece ser o principal sinal nutricional para os centros 

cerebrais que regulam a secreção de GnRH. 

Gutierrez et al. (1997), trabalharam com novilhas superalimentadas e 

não observaram diferença nas concentrações séricas de IGF-I em relação às 

novilhas que receberam dieta de manutenção, indicando que IGF-I extra-

ovariano (sangue periférico) não altera o desenvolvimento folicular. Mas a 

biodisponibilidade de IGF-I provavelmente é alterada no fluido folicular. Foi 

sugerido que maiores concentrações de insulina induzida por alteração nos 

níveis nutricionais diminuiu a expressão de IGFBPs intraovarianas, 

aumentando a biodisponibilidade dos IGFs (Armstrong et al., 2001).  



 
 

 

No entanto, mais pesquisas ainda são necessárias para o entendimento 

de como as IGFBPs regulam a ação dos IGFs no desenvolvimento folicular, 

mesmo sabendo que o “status” nutricional pode alterar a quantidade e a 

espécie de IGFBP na circulação periférica (Citado por Gong et al., 2002). Webb 

et al. (2004) afirmam que mudanças induzidas pelo manejo nutricional na 

concentração circulante de insulina e no sistema IGF são importantes para o 

recrutamento folicular e citam que pequenos folículos de novilhas 

superalimentadas tiveram uma redução significativa nos níveis de mRNA de 

IGFBP-2 e -4, aumentando a biodisponibilidade de IGF. Este provavelmente é 

um fator crítico determinante do controle do desenvolvimento folicular pré-

antral. 

 

2.2.3. Insulina 
 

A insulina é secretada pelas células β do pâncreas e tem papel central 

no metabolismo corporal, além de sua ação anabólica, também atua como sinal 

do “status” energético para o sistema nervoso central. Estudos com cultivo in 

vitro de células hipotalâmicas têm mostrado que a insulina pode estimular a 

liberação de GnRH, sendo também necessária para a pulsatilidade normal de 

LH. No ovário, receptores de insulina estão amplamente distribuídos nas 

células da granulosa, da teca e estroma ovariano. Concentrações fisiológicas 

de insulina provavelmente são necessárias para a esteroidogênese folicular 

normal, sob ação do FSH, além de atuar como um potente estimulador da 

mitose (Bossis et al., 1999 ; Buttler et al., 2004). Concentrações de insulina em 

torno de 100ng/ml estimulam a expressão de mRNA e a atividade da P450 

aromatase, além de aumentar a secreção de estradiol (Silva & Price, 2002). 

Estudos têm demonstrado a importância da insulina como um sinal 

mediando os efeitos de alterações agudas na dieta ingerida sobre a dinâmica 

folicular em bovinos. O decréscimo na fertilidade de vacas de leite com balanço 

energético negativo no período pós-parto foi associado ao decréscimo nas 

concentrações de IGF-I e insulina. Concentrações séricas de insulina 

apresentam variações diurnas, mas também ocorre variação durante o ciclo 

estral, com significativo aumento durante o período pré-ovulatório. O estradiol é 

forte candidato como mediador dessas alterações, pois o aumento das 



 
 

 

concentrações séricas de insulina ocorre paralelo ao aumento do estrógeno 

associado ao desenvolvimento do folículo dominante. Foi mostrado que o 

estrógeno estimula ambos a expressão de mRNA para insulina como também 

sua secreção pelo pâncreas (Webb et al., 2004). 

Além de a insulina atuar como um sinal do “status” energético para o 

sistema nervoso central, ela também sinaliza o fígado, e sua presença 

determina a expressão hepática de mRNA para receptor de GH e para IGF-I. 

Portanto, acredita-se que a insulina é a base que permite a atuação do eixo 

GH-IGF-I (Butler et al., 2003). 

Trabalhos com novilhas taurinas de corte mostraram que a 

superalimentação por um curto período (máximo de três semanas) aumentou 

as concentrações séricas de insulina, que consequentemente aumentou o 

número de folículos recrutados, melhorando a resposta superovulatória 

(Gutiérrez et al., 1997; Gong et al., 2002). No entanto, trabalhos com vacas 

aneloradas (Martins et al., 2007) e novilhas Nelores (Mollo et al., 2007) 

superalimentadas (1,7 da dieta de manutenção) apesar de apresentarem 

maiores concentrações séricas de insulina, não houve aumento no número de 

folículos recrutados nas vacas, e inesperadamente, as novilhas 

superalimentadas apresentaram menor número de folículos quando 

comparadas aos animais do grupo sob restrição alimetar (0,7 da dieta de 

manutenção). 

O atraso na primeira ovulação é comum no período pós-parto em vacas 

com elevado mérito genético para produção de leite e está associado com 

menores concentrações circulantes de insulina (Buttler, 2000; Webb et al., 

2004). Dietas destinadas a aumentar as concentrações circulantes de insulina 

podem acelerar a primeira ovulação pós-parto. Para confirmar, Gong (2002) 

relata que vacas de leite de alta produção que receberam dieta energética (que 

eleva os níveis de insulina) nos primeiros 50 dias de lactação aceleraram a 

primeira ovulação pós-parto e diminuíram o intervalo parto/primeiro 

serviço/concepção. Além disso, quando a dieta foi fornecida durante os 100 

primeiros dias de lactação ocorreu aumento na taxa de concepção ao primeiro 

serviço e reduziu o número de serviços por concepção. Também foi citado que 

infusão de insulina aumentou tanto o diâmetro do folículo dominante quanto a 



 
 

 

taxa de ovulação em novilhas de corte sob restrição alimentar (Webb et al., 

2004). 

Landau et al. (2000) demostraram que animais que recebem tratamento 

nutricional por um curto período apresentaram, além de alterações nas 

concentrações séricas de insulina, alterações nas concentrações de glicose e 

insulina no ambiente folicular. Afirmam que houve diferença nas concentrações 

de insulina e glicose entre folículos pré-ovulatórios e subordinados, ou seja, a 

dieta afetou a insulina dos folículos pré-ovulatórios, mas não dos folículos 

subordinados e a concentração da insulina atingiu concentração máxima 

próximo do estro, sugerindo que nesta fase folicular a insulina parece ser ainda 

mais importante. 

León et al. (2004) trabalharam com novilhas de corte com baixo ECC e 

as submeteram a superalimentação para ganho médio de peso de 1,0 

kg/cabeça/dia e observaram que houve aumento de IGF-I quando o ECC 

aumentou e que este aumento ocorreu quando o ECC estava entre 2 e 4 

(escala de 1 a 10), porém a partir do ECC 4 as concentrações de IGF-I 

atingiram um platô. Em relação à insulina, observaram que as novilhas 

apresentaram um certo grau de resistência à insulina e citam que animais com 

elevado ECC apresentaram hiperglicemia, hiperinsulinemia e resistência à 

insulina e que também foi reportado que tecido adiposo produz resistina, uma 

proteína que causa resistência à insulina e sua secreção é “up-regulated” com 

o aumento do tecido adiposo. 

 

2.2.4. Glicose 
 

A glicose parece ser um sinal metabólico gerando informação para o 

controle da secreção de GnRH. De acordo com sua biodisponibilidade, ela age 

dentro do sistema nervoso central na detecção de sítios periféricos para o 

GnRH e modula, de forma indireta, a secreção de LH. A biodisponibilidade de 

glicose influencia ambos os centros tônico e pré-ovulatório de liberação de 

GnRH, ou seja, a glicose modula a liberação de GnRH e indiretamente também 

modula a de LH. Animais com hipoglicemia apresentaram atraso no início da 

liberação de LH, mas a infusão de glicose restaurou o tempo normal da 

liberação de LH induzida pelo estrógeno (Diskin et al., 2003).  



 
 

 

Bossis et al. (1999) afirmam que animais submetidos à restrição 

nutricional apresentam reduzidas concentrações de glicose, no entanto, essas 

alterações provavelmente têm um pequeno impacto direto na função ovariana, 

pois estudos in vitro indicam que apesar de a glicose ser necessária para a 

esteroidogênese máxima, a concentração pode variar de 25 a 75 mg/dL sem 

alterar seus efeitos estimulatórios. 

No entanto, em relação ao efeito direto da glicose no eixo hipotálamo-

hipófise-gônada, Bossis et al. (1999) confirmaram os dados de Diskin et al. 

(2003), pois relataram que mudanças nas concentrações de glicose devem 

influenciar a função hipotalâmica-hipofisária, uma vez que a infusão sistêmica 

de glicose em vacas lactantes em anestro aumentou a freqüência de pulsos e a 

concentração de LH sérico durante tratamento com GnRH. Além disso, a 

concentração de glicose foi positivamente correlacionada com a dieta ingerida 

e com a freqüência de pulsos de LH em novilhas pré-púberes. 

 

2.3. Influência da ingestão alimentar na qualidade ovocitária de fêmeas 
bovinas 
 

Embora se saiba que a manifestação final do efeito deletério da nutrição 

inadequada sobre a fertilidade seja a mortalidade embrionária, ainda não está 

totalmente elucidado se a nutrição afeta a qualidade embrionária por alterar a 

capacidade de desenvolvimento dos ovócitos ou por causar mudanças durante 

o desenvolvimento embrionário, além das possíveis alterações no ambiente 

uterino (Boland & Lonergan, 2003; Nolan et al., 1998). Alguns estudos recentes 

têm estabelecido que a produção embrionária é determinada pela qualidade 

intrínsica do ovócito, enquanto o ambiente pós-fecundação determina a 

qualidade e capacidade de desenvolvimento dos embriões, independente da 

origem do zigoto (Rizos et al., 2002; Rubio Pomar et al., 2005). 

Como dados da literatura fazem crer que a nutrição pode afetar todo o 

processo de foliculogênese, acredita-se que ocorra alterações nos ovócitos 

quanto à sua qualidade. Boland et al. (2001) citaram que dados da literatura já 

mostraram que o excesso de ingestão alimentar reduz a resposta 

superovulatória e a produção embrionária, além de alterar o padrão de 

expresão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário. Porém os 



 
 

 

mecanismos desses efeitos não estão claros, mas todos sugerem que a 

qualidade dos ovócitos produzidos seja comprometida. 

McEvoy et al. (1995) trabalhando com ovelhas concluíram que ovelhas 

com ingestão energética restrita a 0,6 vezes a dieta de manutenção produziam 

ovócito com maior capacidade de desenvolvimento in vivo e in vitro do que 

ovelhas alimentadas com 2,3 vezes a dieta de manutenção.  

Confirmando os efeitos deletérios, Adamiak et al. (2005) mostraram 

efeito negativo da hiperinsulinemia na qualidade dos ovócitos e esta 

hiperinsulinemia foi provocada por ingestão de altos níveis nutricionais 

acompanhada de elevado escore de condição corporal, mostrando que os 

efeitos dependem não só da quantidade de dieta ingerida, mas também da 

condição corporal dos animais. 

No entanto, num estudo com novilhas de corte submetidas a alta e baixa 

ingestão alimentar, não foi encontrado efeito da dieta sobre a qualidade 

morfológica dos ovócitos, nem sobre a capacidade de desenvolvimento in vitro 

desses ovócitos. Porém, quando foi avaliada a taxa de desenvolvimento de 

embriões coletados in vivo e cultivados in vitro por 24 horas, foi observado que 

os embriões coletados de novilhas submetidas à restrição alimentar se 

desenvolveram melhor comparados aos do grupo com dieta ad libitum. 

Sugerindo que a dieta não afetou a morfologia ovocitária, mas sim sua 

capacidade de desenvolvimento pós-fecundação (Nolan et al., 1998). 

 

2.4. Influência da ingestão alimentar na produção in vivo de embriões em 
fêmeas bovinas superovuladas 
 

Sabe-se que produção e qualidade embrionária devem ser consideradas 

para uma melhor eficiência da técnica de transferência de embriões (Rubio 

Pomar et al., 2005). Porém, resposta superovulatória e consequente produção 

de uma doadora de embriões sofre grande influência do estado ovariano, o 

qual é influenciado por diversos fatores, dentre eles a nutrição. Vale ressaltar 

que o tipo e/ou quantidade da dieta fornecida aos animais antes de iniciar os 

programas de superestimulação tem forte influência sobre a resposta 

superovulatória e qualidade embrionária (Yaakub et al., 1999b).  



 
 

 

Há controvérsias na literatura quanto ao efeito dos níveis energéticos ou 

quantidade de MS ingerida na resposta a protocolos de superovulação. Alguns 

trabalhos detectaram efeitos positivos da alta ingestão alimentar na população 

folicular e número de ovulações (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002), 

outros não detectaram efeito (Bastos et al., 2007a) e outros detectaram um 

efeito contrário (Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al., 

1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; Lozano et al., 2003; Mollo 

et al., 2007). Esses estudos estão descritos mais detalhadamente a seguir. 

Independente do efeito da quantidade da dieta ingerida sobre a resposta 

superovulatória parece ser consenso que o excesso nutricional tem um efeito 

deletério na qualidade dos embriões produzidos (Nolan et al., 1998; Yaakub et 

al., 1999b; Lozano et al., 2003), e que a redução da ingestão alimentar por um 

período de tempo limitado previamente à superovulação pode melhorar a 

qualidade destes embriões (Santos & Sá Filho, 2006). Essa redução de 

ingestão, entretanto, quando empregada após a IA pode ocasionar um efeito 

negativo sobre a taxa de sobrevivência embrionária (Dunne et al., 1999). Nesse 

estudo, foi observada queda de 30% na taxa de sobrevivência embrionária nos 

dias 14 a 16 de gestação de novilhas taurinas de corte, quando a dieta foi 

reduzida de 200 para 80% dos valores necessários à manutenção, 

imediatamente após a IA. 

Gutierrez et al. (1997) concluíram que, a alta ingestão de (matéria seca) 

MS por duas semanas foi associada a um número maior de folículos pequenos 

recrutados durante a primeira onda do ciclo estral. Em seguida, Gong et al. 

(2002) desenvolveram um trabalho complementar para avaliar o efeito do 

aumento nutricional na resposta aos protocolos de superovulação em novilhas 

taurinas e comprovaram que a alta ingestão alimentar por um período de três 

semanas aumentou o número de pequenos folículos e de ovulações em 

relação ao grupo controle. Neste estudo, entretanto, não foram apresentados 

resultados de produção de embriões.  

Dois estudos (Yaakub et al., 1999b; Wrenzycki et al., 2000) avaliaram o 

efeito do tipo e da quantidade de concentrado sobre a superovulação e a 

produção de embriões. Os tratamentos consistiam em dois concentrados, um à 

base de cevada e outro à base de polpa cítrica e de beterraba, com consumo 

ad libitum ou restrito. Os autores observaram que as novilhas que receberam 



 
 

 

quantidade restrita de concentrado produziram um número maior de embriões 

e estes foram de qualidade superior em relação às novilhas com dieta ad 

libitum. Da mesma forma, Mantovani et al. (1993) reportaram que, o aumento 

na ingestão de concentrado de 3,0 kg para ingestão ad libitum em novilhas de 

corte taurinas reduziu a resposta superovulatória e a produção de embriões de 

qualidade superior. Ainda, nos estudos de Yaakub et al. (1999b) e Wrenzycki et 

al. (2000), novilhas alimentadas com polpa cítrica e de beterraba produziram 

mais embriões transferíveis após superovulação em relação às alimentadas 

com cevada. Bastos et al. (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. 

Este estudo detectou, entretanto, um maior número de estruturas totais e 

embriões viáveis coletados nos animais do grupo de manutenção.  

Trabalhando com novilhas de corte taurinas, Nolan et al. (1998) 

detectaram um 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 dos embriões 

coletados, uma maior proporção de embriões desenvolveu ao estágio de 

blastocisto. Além disso, o número de células presentes nestes blastocistos foi 

superior nas novilhas que estavam sob restrição alimentar. Similarmente, Mollo 

et al. (2007) observaram que novilhas da raça Nelore confinadas e submetidas 

à restrição alimentar (0,7 x M) apresentaram respostas superestimulatórias e 

superovulatórias 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. 

Negrão et al. (1997) concluíram que a produção de embriões 

transferíveis aumenta à medida que o consumo energético diminui. Em ovelhas 

(McEvoy et al., 1995 Lozano et al., 2003) ou novilhas superovuladas 

(O´Callaghan & Boland, 1999; Yaakub et al., 1999b), o fornecimento de alta 

quantidade de alimento acarretou em redução do desenvolvimento 

embrionário. Da mesma forma, Wrenzycki et al. (2000) demonstraram que em 



 
 

 

novilhas de corte superovuladas um aumento na ingestão de concentrado de 

3,0 kg por dia para ad libitum reduz o número de ovulações e propicia poucos 

embriões de boa qualidade. O tipo da dieta fornecida antes da superovulação 

também afeta a resposta superovulatória e a qualidade embrionária. 

Segundo Siddiqui et al. (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 et al. (2005) acreditam que o efeito do nível nutricional sobre as 

qualidades ovocitária e embrionária é dependente do ECC inicial da fêmea 

bovina. Entretanto, Bastos et al. (2007a) não encontraram diferença na 

resposta superovulatória, produção e qualidade embrionária em novilhas da 

raça Nelore com alto ou baixo ECC submetidas ou não ao “flushing” nutricional 

por 14 dias, antes da superovulação.  

 
2.5. Influência da ingestão alimentar no padrão de expressão de genes 
relacionados à qualidade de embriões bovinos 
 

A morfologia é comumente utilizada como um critério de seleção 

embrionária. Notadamente, diferenças na viabilidade embrionária foram 

observadas quando embriões produzidos in vivo e in vitro de mesma qualidade 

morfológica foram avaliados (Rubio Pomar et al., 2005). Existe uma clara 

diferença entre as taxas de concepção observadas entre embriões produzidos 

in vivo e in vitro, mesmo quando são usados embriões de alta qualidade 

morfológica (Rubio Pomar et al., 2005).  

Anormalidades detectadas no padrão de transcrição dos embriões 

bovinos produzidos in vitro, quando comparado aos produzidos in vivo, podem 

explicar a reduzida qualidade daqueles em termos de viabilidade após 

criopreservação (Rizos et al., 2002). Corcoran et al. (2006) observaram que 

85% dos 384 genes identificados em blastocistos produzidos in vivo e in vitro, 

foram down-regulated em blastocistos cultivados in vitro, e os autores 

sugeriram que a razão pela qual os embriões in vitro são de qualidade inferior 

comparados aos in vivo é devido a deficiência do “maquinário” associado com 

a transcrição e tradução. A expressão de genes em embriões é alterada em 

diferentes condições de cultura, que influenciam o potencial desenvolvimento 



 
 

 

durante a pré-implantação e o desenvolvimento fetal (Corcoran et al., 2006; 

Sagirkaya et al., 2006).  

Da mesma forma, diversos autores afirmam que o ambiente de cultura 

pós-fecundação pode ter um efeito drástico no padrão de expressão de RNAm 

de muitos genes importantes para o desenvolvimento embrionário (Lonergan et 

al., 2006) e podem explicar a diferença na qualidade de cada embrião (Rizos et 

al., 2002). Rizos et al. (2002) demonstraram que a cultura de zigotos bovinos 

produzidos in vitro no oviduto de ovelhas pode aumentar drasticamente a sua 

criotolerância a um nível similar àquela de embriões produzidos in vivo. 

Paralelamente Yasseen et al. (2001) observaram que os embriões bovinos 

respondem a alterações ambientais, muito precocemente no desenvolvimento, 

através da modificação na síntese de RNAm específicos. 

Essas observações sugerem que paralelo à caracterização morfológica, 

métodos adicionais são necessários para um correto prognóstico do potencial 

de desenvolvimento e do resultado de prenhez. Dentre esses métodos existem 

as técnicas não-invasivas, como o teste de criotolerância, e testes metabólicos, 

assim como técnicas invasivas que envolvem a análise da expressão de 

proteínas e genes e a detecção de apoptose (Rubio Pomar et al., 2005). 

Estudos empregando o método da reação em cadeia polimerase trasncriptase 

reversa (RT-PCR) têm revelado diferenças entre a relativa abundância de 

alguns genes transcritos, importantes para o desenvolvimento, entre embriões 

bovinos produzidos in vitro e in vivo (Rizos et al., 2002). 

Segundo Rizos et al. (2002) alterações observadas na expressão de 

RNAm podem estar diretamente relacionadas com a qualidade dos 

blastocistos. Adicionalmente, Wrenzycki et al. (2000) concluíram que diferenças 

observadas na expressão gênica e nos substratos metabólicos de embriões 

produzidos in vivo podem ser atribuídas à composição e quantidade da dieta 

fornecida às novilhas doadoras. Além disso, os autores sugerem que 

alterações no padrão de expressão gênica podem ser usadas como 

marcadores moleculares para diferenciar populações de embriões produzidos 

por doadoras submetidas a diferentes regimes nutricionais. 

Determinados genes estão descritos na literatura como possíveis 

marcadores para qualidade embrionária, dentre eles pode-se destacar: Bax 

(pró-apoptótico), Bcl-2 (anti-apoptótico), genes do sistema IGF (estimulam o 



 
 

 

cerscimento embrionário, fetal e placentário), Mn-SOD (age contra o estresse 

oxidativo), IFN-τ (reconhecimento materno da gestação) e GRB-10 (controle do 

crescimento embrionário, fetal e placentário). 

Adicionalmente, Wrenzycki et al. (2000) concluíram que diferenças 

observadas na expressão gênica e nos substratos metabólicos de embriões 

produzidos in vivo podem ser atribuídas à composição e quantidade da dieta 

fornecida às novilhas doadoras. Além disso, os autores sugerem que as 

alterações na expressão gênica podem ser usadas como marcadores 

moleculares para diferenciar populações de embriões produzidos sob 

diferentes regimes nutricionais. 

 

2.5.1. Genes Bax e Bcl-2 
 

A apoptose, uma forma programada de morte celular, tem sido 

observada em embriões no estágio de pré-implantação em diversas espécies 

de mamíferos e está presumivelmente envolvida na eliminação de células 

anormais ou redundantes (Rubio Pomar et al., 2005). Além do importante papel 

no desenvolvimento do animal e na homeostase celular, também age como um 

mecanismo de controle de qualidade, o qual remove células que estão 

danificadas, não funcionais, extraviadas ou supranumerárias (Paula-Lopes & 

Hansen, 2002).  

Estudos têm mostrado que membros da família dos genes Bcl-2 

desempenham papel importante na regulação da apoptose. Pelo menos 15 

membros da familia do gene Bcl-2 foram identificados em mamíferos e 

categorizados em 2 sub-grupos, o anti-apoptótico (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, A1, Mcl-

1) e o pró-apoptótico (Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bin, Bad, Bid e Bcl-

xs). Já foi demonstrado que a razão de Bcl-2 e Bax é o determinante crítico 

tanto da sobrevivência quanto da morte celular. Quando o Bax está 

overexpressed nas células a apoptose é acelerada. Os autores encontraram 

que a expressão da proteína do gene Bcl-2 foi significativamente maior do que 

a expressão da proteína do Bax em oócitos grau I e embriões de boa qualidade 

(de 2 a 8 células e blastocistos). Em contraste, a expressão de proteínas do 

Bax foi muito maior do que a expressão de proteínas do Bcl-2 em oócitos grau 

IV e embriões degenerados (Yang & Rajamahendran, 2002). 



 
 

 

Yang & Rajamahendran (2002) observaram que a expressão de Bcl-2 foi 

maior em embriões e oócitos de boa qualidade, baixa em embriões 

fragmentados e dificilmente detectada em oócitos desnudos. Contrariamente, a 

expressão de Bax foi observada em todos os tipos de oócitos e embriões com 

maior expressão nos oócitos desnudos. Adicionalmente, Rizos et al. (2003) 

afirmam que a expressão do gene Bax pode representar um usual marcador 

para qualidade de blastocistos. Isso implica que a relação de Bcl-2 e Bax pode 

ser usada como indicador da tendência para apoptose ou sobrevivência dos 

embriões. Foi proposto que a propensão a apoptose é continuamente contra 

balanceada nas células por genes que estimulam a sobrevivência e 

proliferação celulares. Sob indução de estímulo apropriado a célula ativa ou 

pára a repressão de produtos gênicos responsáveis pelo controle do 

mecanismo suicida.  
As condições de cultivo podem ter um efeito substancial no grau de 

apoptose nos embriões como tem sido demonstrado para várias espécies, 

como humanos, ratos, bovinos, eqüinos, ovinos e suínos (Rubio Pomar et al., 

2005). Rizos et al. (2002) observaram que a expressão do gene Bax foi maior 

nos embriões produzidos in vitro (meio SOF) quando comparada com a 

expressão em outros meios de cultivo e com embriões produzidos in vivo. No 

entanto, Sagirkaya et al. (2006) relataram que o número médio de células, a 

porcentagem de células apoptóticas por blastocistos e a expressão gênica não 

diferiu entre os blastocistos produzidos in vivo e in vitro. Rubio Pomar et al. 

(2005) detectaram baixos níveis de apoptose em ambos os blastocistos 

produzidos in vivo e in vitro em todas as espécies. Em geral, todos os 

blastocistos examinados exibiram baixa incidência de apoptose provavelmente 

devido ao fato de que apenas blastocistos de alta qualidade morfológica foram 

usados neste experimento. Nos embriões equinos produzidos in vivo e in vitro 

poucas células apresentaram sinais de apoptose, embora diferenças tenham 

sido observadas em relação a ocorrência de danos na membrana, 

fragmentação nuclear e núcleo contendo fragmento de DNA. A porcentagem de 

núcleos exibindo fragmentação nuclear foi significativamente maior nos 

blastocistos bovinos e suínos produzidos in vitro comparados com àqueles in 

vivo. 



 
 

 

Martins et al. (2006) trabalhando com vacas aneloradas tratadas com 

alto ou baixo nível de ingestão alimentar, encontraram maior expressão global 

dos genes avaliados (Bax, IFN-τ, GRB-10, GPX-4, Mn-SOD e Catalase), além 

de maior expressão do gene Bax nos embriões produzidos in vitro, 

provenientes das doadoras sob regime de baixa ingestão alimentar e sugeriram 

que dieta restrita em energia influenciou positivamente os fatores relacionados 

à qualidade ovocitária e consequentemente, o desenvolvimento embrionário 

em bovinos. 

 
2.5.2. Genes do sistema IGF 
 

Os fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) melhoram a 

proliferação celular, a mitose e a atividade dos hormônios esteróides. 

Evidências indicam que desempenham um papel importante no 

desenvolvimento embrionário precoce. A partir de alguns estudos Yasseen et 

al. (2001) consideraram a possibilidade de os IGFs atuarem fator de 

sobrevivência embrionária. A expressão de transcritos da família dos IGFs foi 

detectada em uma grande variedade de espécies (Yasseen et al., 2001).  

As concentrações de RNAm para IGF-II, IGF-IIR e IGF-IR parecem 

seguir um padrão similar a maioria dos genes expressados durante a 

maturação oocitária em que eles aumentaram, indicando que a maturação 

pode depender de um aumento de RNAm desse genes. Após a maturação, as 

concentrações desses IGFs diminuíram gradualmente até ocorrer a ativação do 

genoma embrionário, no estágio de 8 a 16 células. Após isso, as 

concentrações de RNAm para IGF-II, IGF-IIR e IGF-IR aumentaram até o 

estágio de blastocisto eclodido. Esse aumento pode indicar um importante 

papel dos fatores de crescimento da familia IGF no alongamento do embrião. 

Os transcritos de IGF-I não foram detectados em nenhum estágio do 

desenvolvimento pre-implantação. No entanto, tem sido mostrado que o IGF-I 

previne a apoptose em embriões de coelhos em estagio de desenvolvimento 

inicial e age como fator de sobrevivência (Yasseen et al., 2001). 

A síndrome do bezerro grande é observada em bovinos e ovinos, 

principalmente quando são gestações de embriões produzidos in vitro ou 

clonados e diferenças no padrão de expressão gênica do embrião parecem 



 
 

 

estar envolvidas neste fenômeno. Fetos bovinos produzidos in vitro, com 63 

dias de idade, apresentavam maior expressão de IGF-II, quando comparados 

aos produzidos in vivo. Metilação e níveis de expressão de IGF-IIR foi reduzida 

em 30-60% no plasma, fígado e músculo em fetos com supercrescimento, 

avaliados no terço médio da gestação, em relação ao grupo controle (citado por 

Lazzari et al., 2002). 

 

2.5.3. Gene INF-τ 

 

A proteína IFN-τ, exclusivamente secretada pelas células do 

trofectoderma, é o agente primário responsável pelo reconhecimento materno 

da gestação em bovinos (Roberts et al., 1992). Exerce efeito anti-luteolítico por 

atenuar a pulsatilidade e a secreção de PGF2α pelo endométrio uterino. Em 

bovinos o embrião começa a expressar IFN-τ quando o blastocisto se forma, 

sugerindo que a produção de IFN-τ está fortemente relacionada com a 

formação da blastocele.  

Muitos estudos desenvolvidos tiveram como objetivo correlacionar a 

quantidade de IFN-τ que é secretada pelo blastocisto com sua qualidade 

morfológica, mas os resultados ainda são inconclusivos. Já foi observado um 

maior nível de expressão de IFN-τ em blastocistos produzidos in vitro na 

ausência de soro fetal bovino (SFB), o que seria consistente com a hipótese de 

que níveis desse transcrito são maiores em embriões de boa qualidade, 

sugerindo que o gene IFN-τ seja utilizado como marcador molecular da 

qualidade embrionária (Rizos et al., 2003).  

No entanto, Neira et al. (2007) já observaram que embriões de 

qualidade excelente ou boa tiveram maior produção de IFN-τ comparados aos 

embriões de pior qualidade, mostrando que a produção do IFN-τ pode ser um 

indicador de qualidade embrionária.  

 

2.5.4. Gene GRB-10 
 

A proteína intracelular GRB-10 (growth factor receptor-bound protein) é 

membro da família das proteínas adaptadoras que também inclui o GRB-7 e 



 
 

 

GRB-14. Estudos com cultivo de células mostraram que o GRB-10 ativa 

recptores tirosina kinase, tais como, receptores de insulina, receptor tipo I de 

IGF, receptores de fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de 

crescimento de hepatócito (c-Met). No entanto, se o GRB-10 age positivamente 

ou negativamente sinalizando as células ainda não está determinado 

(Charalambous et al., 2003). Estas proteínas adaptadoras podem se ligar a 

diversos receptores proteína kinase ou a proteínas intracelulares e mediar a 

ligação destas proteínas aos receptores e parecem ter função em diversos 

processos celulares, incluindo regulação do crescimento e metabolismo, 

apoptose e migração celular, além da regulação dos sinais dos receptores de 

insulina e IGF (Holt & Siddle, 2005). 

GRB-10 parece ter maior afinidade com os receptores de insulina e 

receptores tipo I de IGF. No entanto, existe contradição entre os dados 

encontrados na literatura em relação ao efeito estimulatório ou inbitório do 

GRB-10 (Vecchione et al., 2003; Holt & Siddle, 2005). Através de estudos com 

super-expressão de GRB-10 encontraram inibição do crescimento celular 

estimulado por IGF, mas não por insulina (Holt & Siddle, 2005). Morrione et al. 

(1997) também observaram efeito inibitório do GRB-10 (mGrb10α) na 

proliferação celular mediada pelo IGF-I. Já Vecchione et al. (2003) mostraram e 

citaram trabalhos com efeito inibitório sobre a proliferação celular estimulada 

tanto por IGF quanto por insulina. Por outro lado, apenas O’Neill et al. (1996) 

encontraram efeito estimulatório na sinalização de IGF e insulina, trabalhando 

com variações do GRB-10 humano. Dessa forma, pode-se observar que ainda 

não está estabelecido se existe uma interação diferencial com os receptores de 

insulina e IGF, o que resultaria em uma regulação seletiva (Holt & Siddle, 

2005).  

Além da inibição da atividade kinase do IR por ligação direta ao IR 

(receptor de insulina), o GRB-10 também regula negativamente a sinalização 

da insulina por estimular a degradação do seu receptor. Uma vez que, a 

supressão endógena do GRB-10 levou ao aumento da proteína IR, e a super-

expressão reduziu estes níveis, não alterando quantidades de RNAm de IR, 

monstrando que a modulação via GRB-10 é pós traducional e não 

transcricional (Ramos et al., 2006). 



 
 

 

Vecchione et al., 2003 mostrou que o GRB-10 atua como adaptador 

ligando a proteína Nedd4 ao receptor de IGF, mediando, portanto a 

ubiquitinação deste receptor, sendo outra forma de inibir a sinalização do 

receptor de IGF que estimularia o crescimento.  

Muitos genes “imprinted” têm papel significativo no crescimento fetal e 

placentário e na diferenciação. Alteração e desregulação dos genes “imprinted” 

levam ao supercrescimento do feto e da placenta durante a gestação, 

especialmente em produtos da clonagem por apresentarem um padrão de 

expressão gênica diferente dos embriões produzidos in vitro ou in vivo 

(Ruddock et al., 2003). 

O GRB-10 é um gene paternalmente “imprinted” (repressão seletiva da 

expressão do mRNA de um dos genitores) (Ruddock et al., 2004), portanto é 

expresso maternalmente e foi sugerido que em humanos é um gene candidato 

para a síndrome “Silver-Russell”, caracterizada por crescimento retardado, pré 

e pós-natal (Vecchione et al., 2003). GRB-10 está expresso na maioria dos 

tecidos e em todos os estágios embrionários (2, 4, 8 e 16-32 células, mórula, 

blastocisto (D7) e blastocisto expandido (D9), além de ovócitos maduros em 

bovinos (Ruddock et al., 2004). 

Charalambous et al. (2003) mostraram que o GRB-10 limitou o 

crescimento placentário e embrionário, devido a interação direta com o receptor 

tipo I de IGF e impediu a sinalização do IGF-II, que é o maior fator de 

crescimento do embrião e da placenta e a perda da função do GRB-10 resultou 

em super-crescimento destes. 

 

2.6. Influência da ingestão alimentar na congelabilidade de embriões 
bovinos produzidos in vivo 

 
A criopreservação é um procedimento lento que expõe o embrião a 

várias fases de congelação pela ação de fatores físicos, químicos e biológicos. 

Esses fatores podem causar lesão na zona pelúcida, membrana ou 

citoesqueleto celular e distúrbios metabólicos. Tais defeitos celulares levam à 

perda do controle celular e eventualmente, à morte por apoptose ou necrose 

(Citato por Lapatarova et al., 2006). 



 
 

 

Os bovinos e suínos possuem normalmente embriões com maiores 

quantidades de gotas de lipídios, ao contrário de humanos e roedores. Essas 

gotas de gordura, presentes nos ovócitos, fornecem energia durante a 

fecundação e para o desenvolvimento embrionário inicial. Além disso, são 

importantes na maturação ovocitária, fecundação e desenvolvimento 

embrionário e possuem influência na sensibilidade à congelação de embriões, 

devido a mudanças causadas na membrana lipídica (Kikuchi et al., 2002), 

sendo esta uma possível explicação para a maior sensibilidade dos embriões 

bovinos à criopreservação. 

Apesar disso, a criopreservação de embriões é largamente usada na 

transferência comercial de embriões provenientes de vacas taurinas, pois nesta 

classe animal as taxas de sobrevivência dos embriões 

criopreservados/descongelados são próximas dos embriões transferidos a 

fresco (Hasler, 2001). Entretanto, a criopreservação convencional de embriões 

zebuínos é problemática, não apresentando resultados similares àquela com 

embriões taurinos. De fato, diversos estudos relataram diferenças marcantes 

na resposta à criopreservação de embriões coletados de doadoras taurinas 

versus zebuínas, sendo que os de zebuínas são menos resistentes ao 

processo de criopreservação (Zanenga, 1993). Dentre as diferenças 

observadas entre embriões de vacas holandesas e Nelore, destaca-se a maior 

quantidade de lipídeos intracelulares nos embriões taurinos (Visintin et al., 

2002), que pode estar relacionada com a melhor congelabilidade dos embriões 

observada nesta subespécie. Por outro lado, foi demonstrado que embriões de 

vacas mestiças produzidos in vitro que têm menor resistência à 

criopreservação, possuem um maior volume ocupado por gotas de lipídeo 

quando comparados a embriões produzidos in vivo por superovulação em 

vacas holandesas (28,4% versus 6,7%) (Pegoraro et al., 2004). Portanto, há 

controvérsias em relação à ultra-estrutura embrionária e congelabilidade de 

embriões produzidos in vivo e in vitro, além do possível efeito da nutrição e 

estado metabólico da doadora na qualidade morfológica e criotolerância dos 

embriões produzidos. 

Embriões acima de quatro células possuem concentrações maiores de 

ácidos graxos insaturados, como ácidos linoléico e oléico, em relação ao 

saturado. A concentração de ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa 



 
 

 

(ácido aracdônico e ácido decosahexaenóico) tendeu ser mais elevada em 

embriões de desenvolvimento avançado e de alta qualidade (Haggarty et al., 

2006). Entretanto, o quanto a composição lipídica e a criotolerância dos 

embriões se deve à raça das doadoras e o quanto se deve à alimentação e 

estado nutricional do animal no momento da SOV ainda não está definido. 
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RESUMO 
 

Objetivou-se avaliar o efeito da alta ingestão de matéria seca (AIMS) 

sobre a resposta superovulatória de vacas Nelore x Simental. Quatorze vacas 

não lactantes, com escore de condição corporal (ECC) igual a 4,0 (escala de 1 

a 5) foram divididas aleatoriamente em dois grupos (Manutenção=M ou alta 

ingestão de matéria seca=AIMS). Entre 7 dias antes do início da superovulação 

(SOV) até o final das aplicações de FSH, as vacas do grupo AIMS receberam 

dieta com 180% da manutenção. O grupo M recebeu dieta de manutenção. 

Sete dias após a IA, os embriões foram colhidos e avaliados. Quarenta dias 

após, os tratamentos foram invertidos e uma nova SOV foi realizada. Para 

comparação entre os grupos, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados estão 

apresentados em média ± erro padrão. O número de folículos recrutados 

detectados por ultra-sonografia (19,6±1,8 e 16,4±2,0) e ovulados (15,0±1,6 e 

13,0±1,6) não diferiu entre os grupos M e AIMS, respectivamente (P>0,10). 

Entretanto, os números de estruturas totais (14,1±2,3 e 9,5±1,5) e embriões 

viáveis (10,1±2,1 e 6,7±1,5) coletados foram maiores no grupo M (P<0,05). 

Conclui-se que, nas condições desse estudo, AIMS previamente à SOV pode 

comprometer a produção embrionária em vacas de elevado ECC.   

 



 
 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bovinos, nutrição, superovulação, embrião. 

 
ABSTRACT 
 
Influence of high dry matter intake on the superovulatory response of 
crossbred cows  

 

This study investigated the effect of high dry matter intake (Flushing) on 

the superovulatory response of crossbred Nelore x Simmental cows. Fourteen 

non-lactating cows, with a mean body condition score (BCS) of 4.0 (scale from 

1 to 5) were randomly assigned into two groups (Maintenance=M or 

Flushing=F). Seven days prior to onset of superovulation (SOV) until the last 

day of treatment with FSH, group F cows were fed a diet to achieve 180% of 

maintenance. Group M cows were fed a maintenance diet. Seven days after AI, 

embryos were collected and evaluated. Forty days later, the treatment groups 

were inverted and another SOV was realized. Variables were compared by 

paired t test and data are presented as mean ± SEM. The number of recruited 

(19.6±1.8 and 16.4±2.0) and ovulated (15.0±1.6 and 13.0±1.6) follicles detected 

by ultrasonography did not differ between the M and F groups, respectively 

(P>0.10). However, the total number of embryos/ova (14.1±2.3 and 9.5±1.5) 

and the number of viable embryos (10.1±2.1 and 6.7±1.5) recovered were 

greater in group M (P<0.05). Under the conditions of this study, we conclude 

that nutritional flushing previously to SOV may compromise embryo production 

in cows with high BCS. 

 

KEYWORDS: Bovine, nutrition, superovulation, embryo. 

 



 
 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

Um dos maiores entraves dos programas comerciais de transferência de 

embriões (TE) é a grande variação individual ao tratamento superestimulatório 

(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004), 

observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus (Baruselli et al., 2003) quanto 

em Bos taurus (Sartori et al., 2003, 2004). A variabilidade na resposta ovariana 

está relacionada aos diferentes protocolos de superovulação (SOV), mas 

também ao estado nutricional do animal (Yaakub et al., 1999). Em geral, 

fêmeas de elevado mérito genético, que são utilizadas como doadoras de 

embriões, não estão sob um manejo nutricional adequado, o que compromete 

os resultados de TE. 

Além das alterações nutricionais, o escore de condição corporal (ECC) e 

o nível energético da dieta, também estão entre os fatores que mais afetam o 

desempenho reprodutivo da fêmea bovina (Webb et al., 2004). Estes podem 

influenciar de forma sinérgica ou antagônica, diversos fatores que regulam o 

desenvolvimento folicular ovariano e a esteroidogênese, refletindo quali e 

quantitativamente na produção de embriões (Rhodes et al., 1995; Adamiak et 

al., 2005). 

Dessa forma, pode-se afirmar que a resposta superovulatória pode ser 

influenciada por fatores intrínsecos (relacionados ao animal) e extrínsecos 

(ambiente), dentre eles a nutrição (Webb et al., 2004). Trabalhos que foram 

desenvolvidos com o objetivo de aumentar o número de folículos recrutados 

mostraram que a população folicular presente na fase de recrutamento é pré-

requisito para melhorar a resposta aos protocolos de SOV e, 

consequentemente, melhorar a eficiência reprodutiva dos animais domésticos 

(Fortune, 2003). Até o presente momento, o “flushing” nutricional (curto período 

de superalimentação) (Gutierrez et al., 1997; Armstrong et al., 2002; Gong et 

al., 2002) e o uso do rbST (somatotropina bovina recombinante; Gong et al., 

1991; Buratini et al., 2000) mostraram ser os principais fatores capazes de 

influenciar positivamente o número de folículos recrutados e/ou a resposta aos 

protocolos de SOV. 

Embora o aumento da ingestão energética por períodos curtos ou 

prolongados possa alterar o perfil dos hormônios metabólicos, principalmente 



 
 

 

IGF-I e insulina, e afetar o desenvolvimento folicular (Armstrong et al., 2001), o 

período mínimo necessário para que este aporte energético tenha efeito sobre 

o número de folículos recrutados ainda precisa ser determinado. 

 



 
 

 

2. OBJETIVO 
 
Avaliar a influência da alta ingestão de matéria seca (AIMS) a partir de sete 

dias antes do início e durante a superestimulação ovariana com FSH, sobre a 

resposta superestimulatória, superovulatória e produção embrionária, em vacas 

mestiças F1 Nelore x Simental.  

 



 
 

 

3. HIPÓTESE 
 

Vacas alimentadas com dieta balanceada e recebendo acima de 180% 

da dieta de manutenção por sete dias antes do início da SOV apresentam uma 

melhor resposta superovulatória. 

 



 
 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Animais 
 

Foram utilizadas 14 vacas não lactantes, mestiças F1 Nelore x Simental, 

com idade entre 5 e 6 anos, peso médio de 500,0 kg e ECC 4,0 (escala de 1 a 

5; Houghton et al., 1990). Todas as vacas passaram por exame ginecológico 

antes do início do experimento e encontravam-se sem alterações reprodutivas 

detectáveis. 

 

4.2. Dietas experimentais 

 

As vacas foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais 

(Manutenção e AIMS) e mantidas em sistema de pastejo com Brachiaria 

decumbens, mineralização adequada e água à vontade. Três semanas antes 

do início da SOV, as vacas passaram a receber uma dieta de adaptação a fim 

de evitar complicações rumenais durante o experimento devido ao aporte 

nutricional. Durante essa adaptação, os animais permaneceram em um piquete 

com pouca oferta de gramíneas e com suplementação à base de silagem de 

milho e fonte protéica à base de NNP, em níveis próximos aos de manutenção. 

Sete dias antes do início da SOV as vacas foram transferidas para piquetes 

sem gramíneas e passaram a ser alimentadas exclusivamente com dieta 

balanceada, sal mineral e água à vontade. A dieta do grupo Manuteção foi 

ajustada para 100% das necessidades diárias de mantença, totalizando uma 

ingestão de 2,03% do peso vivo (PV) por dia. O grupo AIMS recebeu uma dieta 

ajustada para 180% em relação à manutenção (ingestão total de 3,65% do 

PV/dia). O encerramento da AIMS coincidiu com a última aplicação de FSH, 

totalizando 11 dias de duração.  

Após esse período as vacas do grupo AIMS retornaram à dieta de 

manutenção até o momento da coleta dos embriões e após as coletas, todas 

as vacas retornaram ao sistema de pastejo em Brachiaria decumbens, com 

suplementação mineral adequada e água à vontade. Quarenta dias após, foi 

realizada uma outra rodada do experimento, e os tratamentos foram invertidos, 

ou seja, o grupo Manutenção passou a ser o grupo AIMS e vice-versa. 



 
 

 

As porcentagens dos componentes da dieta, de matéria seca (MS), dos 

nutrientes digestíveis totais (NDT) e de proteína bruta (PB) oferecidas estão 

ilustradas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Porcentagem dos componentes, de MS, de NDT e de PB das dietas 

experimentais. 

Componentes % na dieta % de MS % de NDT % de PB 

Feno de coast-cross 36,7 85,0 50,0 10,0 

Silagem de milho 18,0 25,0 62,8 7,5 

Milho moído 24,4 90,0 80,0 9,0 

Farelo de trigo 12,4 90,0 70,0 14,0 

Concentrado* 8,5 90,0 65,0 22,0 

Média total - 37,9 62,4 11,5 

*Boião PPU – Integral Nutrição Animal, Goiânia-GO, Brasil. 

 

4.3. Protocolo de superestimulação ovariana 

 

Três dias após início do fornecimento das dietas experimentais 

(Manutenção ou AIMS), todas as vacas foram sincronizadas com dispositivo 

intra-vaginal de progesterona (P4; DIB, Sintex S.A., Argentina) e 2,0 mg de 

benzoato de estradiol (BE; Ric-BE, Syntex S.A., Argentina) e foram 

superovuladas com FSH seguindo o protocolo de TE em tempo fixo descrito na 

Figura 1. Cada vaca recebeu oito injeções de FSH im a cada 12 horas em 

doses decrescentes, utilizando uma dose total de 250 UI de FSH (Pluset, 

Calier, S.A., Barcelona, Espanha) e 0,150 mg de prostaglandina F2α (PG F2α; 

D-Cloprostenol; Prolise; ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina) simultânea à 

sexta e sétima aplicação de FSH. Doze horas após a última aplicação de FSH, 

a ovulação foi induzida com 0,05 mg de GnRH (Acetato de Gonadorelina; 

Gestran Plus; ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina). Doze e 24 horas após 

a indução da ovulação as vacas foram inseminadas artificialmente com sêmen 

congelado de uma mesma partida de um mesmo touro e os embriões foram 

coletados sete dias após a injeção para indução da ovulação. Após a colheita, 



 
 

 

as vacas receberam 0,150 mg de PGF2α (D-Cloprostenol; Prolise) e 

retornaram ao pasto.  

 
 

Figura 1. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o 

período das dietas experimentais, o protocolo de superestimulação ovariana e 

os exames ultra-sonográficos. Legenda: D-24 a D15 = dias em relação ao início 

do protocolo de superestimulação (D0); P4 = implante de progesterona, BE = 

benzoato de estradiol, FSH = hormônio folículo estimulante; PGF = 

prostaglandina F2α, GnRH = hormônio liberador de gonadotrofina; IA = 

inseminação artificial; US = exame ultra-sonográfico. AIMS = alta ingestão de 

matéria seca (180% em relação à dieta de manutenção). 

 

4.4. Exames ultra-sonográficos 
 

Exames ultra-sonográficos ovarianos foram realizados no ato da 

primeira e da última aplicação de FSH, e 2 e 7 dias após a indução da ovulação 

(Figura 1). Na avaliação realizada no dia da primeira aplicação de FSH, foram 

contados apenas folículos pequenos (3,0 a 5,0 mm de diâmetro) e na avaliação 

do dia da última aplicação de FSH e 2 dias após a indução da ovulação foram 

contados apenas os folículos com diâmetro ≥ 6,0 mm. 

Os exames ultra-sonográficos foram realizados por um único operador, 

utilizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V; 



 
 

 

Corometrics Medical Sistems Inc., Wallingford, CT, USA) com transdutor linear 

trans-retal de 7,5 MHz. 

 

4.5. Colheita e avaliação embrionária 
 

Para realização das colheitas dos embriões, as vacas foram contidas em 

tronco individual e foi realizada anestesia peridural com 4,0 mL de lidocaína 

2,0%. Foi realizada a técnica de colheita dupla, relatada por Castro Neto et al. 

(2005), na qual o balão do catéter de Foley foi posicionado o corpo uterino 

justaposto ao óstio cranial da cérvix e foram utilizados em média 1000 mL de 

Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) por animal. Após a lavagem 

uterina, o útero foi preenchido com DPBS e o catéter mantido no local com sua 

abertura lacrada com uma presilha de filtro de coleta. Em seguida, as vacas 

foram soltas e retornaram ao tronco 20 minutos depois, para a remoção do 

DPBS que estava no útero e para a realização de um segundo lavado com um 

volume extra de 500 mL de DPBS. O material recuperado do útero foi colhido 

em filtro de 75 µm com devida identificação para cada animal e transportado 

para o laboratório, onde os embriões foram resgatados e avaliados em 

estereomicroscópio (Zeiss – Stemi SV6, Holanda). Os embriões foram 

classificados segundo o grau de desenvolvimento e qualidade, de acordo com 

o manual da International Embryo Transfer Society (IETS; Stringfellow & Siedel, 

1999). Embriões de graus 1 a 3 foram considerados viáveis. 

 

4.6. Análise estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi o “cross-over”, onde todos os 

animais participaram de todos os grupos. Todas as variáveis apresentaram 

homoscedasticidade pelo teste de Cochran e distribuição normal pelo teste de 

Lilliefors, exceto o número de corpos lúteos, que sofreu transformação 

logarítmica passando a ter distribuição normal. Para comparar as variáveis 

entre os grupos, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados estão 

apresentados sob a forma de média ± erro padrão da média.  

 



 
 

 

5. RESULTADOS 
 

Não houve diferença entre os grupos experimentais Manutenção e AIMS 

(P > 0,10) quanto ao número de folículos recrutados na onda folicular 

sincronizada, quanto à resposta superestimulatória (número de folículos no 

final do tratamento com FSH) e resposta superovulatória (número de corpos 

lúteos). No entanto, o número de estruturas totais e, consequentemente, o 

número de embriões viáveis foi maior (P ≤ 0,05) no grupo Manutenção 

comparado ao grupo AIMS (Tabela 2). 

 
Tabela 2. Resultados (média ± EPM) da população folicular, corpos lúteos e 

embriões coletados em vacas recebendo dieta de Manutenção ou com alta 

ingestão de matéria seca (AIMS). 

 Manutenção  

(n = 14) 

AIMS  

(n = 14) 

Folículos de 3 a 5 mm (início do FSH); n 19,5 ± 1,8 16,4 ± 2,0 

Folículos ≥ 6 mm (final do FSH); n 17,6 ± 1,8 18,9 ± 2,6 

Corpos lúteos; n 15,0 ± 1,6 13,0 ± 1,6 

Estruturas totais; n 14,1 ± 2,3a 9,5 ± 1,8b 

Embriões viáveis; n 10,7 ± 2,1a 6,7 ± 1,5b 
a,bDiferença entre os grupos (P < 0,05). 

 



 
 

 

6. DISCUSSÃO 
 

Trabalhos desenvolvidos com novilhas cruzadas (Hereford x Holandês) 

demonstraram que o fornecimento de AIMS (200%) por um curto período de 

tempo (2 ou 3 semanas) foi capaz de aumentar o número de folículos 

recrutados (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002) e, consequentemente, 

melhorou a resposta aos protocolos de superovulação a base de FSH (Gong et 

al., 2002). No entanto, alguns trabalhos observaram efeito nulo (FrereT et al., 

2006) ou negativo (Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al., 

1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; Lozano et al., 2003; 

Adamiak et al., 2005; Mollo et al., 2007) da alta ingestão alimentar sobre o 

número de folículos recrutados e sobre a produção de ovócitos e de embriões. 

No presente trabalho, utilizando 7 dias de fornecimento da AIMS antes do início 

da SOV, não foi observado diferença entre os tratamentos Manutenção e AIMS 

quanto ao número de folículos recrutados, resposta superestimulatória e 

superovulatória. 

O efeito positivo da alta ingestão sobre a população folicular 

normalmente é atribuído ao aumento das concentrações circulantes de IGF-I e, 

principalmente, insulina. Ambos atuam como potentes estimuladores da 

proliferação de células da granulosa e da esteroidogênese em bovinos, além 

de aumentar a resposta ovariana às gonadotrofinas (Webb et al., 2004). No 

entanto, a insulina responde de forma mais aguda às alterações na dieta do 

que o IGF-I (Webb et al., 2004). Até o presente momento, o período mínimo de 

AIMS em que se detectou diferença nas concentrações de insulina e de IGF-I 

foi de 10 dias, mas não se sabe se esta diferença já estava presente antes, 

uma vez que não foram feitas dosagens prévias (Armstrong et al., 2001). Com 

base nos resultados de Armstrong et al. (2001), o presente estudo optou por 

aumentar a ingestão alimentar por apenas 7 dias antes do início do protocolo 

de SOV, a fim de determinar se esse período de AIMS seria suficiente para 

elevar o número de folículos recrutados e, consequentemente, a resposta 

superovulatória, de forma que também resultasse em menor ganho de peso 

dos animais durante o tratamento e menor custo. No entanto, 7 dias de AIMS, 

antes do início da SOV, não foi suficiente para alterar a população de folículos 

recrutados no início de uma onda. O fato de não ter sido encontrada diferença 



 
 

 

no número de folículos recrutados na onda sincronizada, possivelmente 

ocorreu pela necessidade de um maior período de tempo de fornecimento de 

AIMS ou pelo elevado ECC dos animais utilizados neste experimento. De fato, 

Adamiak et al. (2005) detectaram diferença na função ovariana de vacas 

somente após 9 semanas do início do fornecimento das dietas experimentais 

(alta e baixa ingestão). Além disso, observaram que os animais 

hiperinsulinêmicos (fêmeas com elevado ECC e submetidas à alta ingestão 

alimentar) apresentaram menor número de folículos totais no ovário e menor 

número de ovócitos maturados e blastocistos produzidos após cultivo in vitro. 

Com relação à produção embrionária, o fornecimento de AIMS por 7 

dias antes e mais 4 dias durante a superestimulação ovariana reduziu o 

número de estruturas totais e embriões viáveis coletados. Apesar de a insulina 

e o IGF-I não terem sido dosados neste trabalho, acredita-se que 7 dias de 

AIMS seja suficiente para alterar a concentração circulante destes hormônios, 

principalmente a de insulina, devido ao efeito negativo sobre a produção 

embrionária, observado neste trabalho. Dados publicados sugerem que a AIMS 

associada a um elevado ECC nos animais possa exercer um efeito deletério 

sobre a maturação ovocitária e produção de embriões, possivelmente devido 

ao excesso de IGF-I (Webb et al., 2004) e à hiperinsulinemia (Adamiak et al., 

2005), o que pode ter ocorrido neste experimento, por ter sido trabalhado com 

animais com ECC médio igual a 4,0. Além disso, a AIMS até o final da SOV 

pode ter exercido efeito deletério sobre os ovócitos, já que não foi encontrada 

diferença no número de ovulações, mas sim no número de embriões viáveis 

entre os grupos. 

Corroborando os resultados negativos observados sobre a produção e 

qualidade embrionária nos animais submetidos à AIMS, Yaakub et al. (1999) e 

Wrenzycki et al. (2000) mostraram que novilhas que receberam quantidade 

restrita de concentrado produziram maior número de embriões e de qualidade 

superior quando comparadas a novilhas que receberam dieta à vontade. 

Similarmente, trabalhos com novilhas de corte taurinas (Mantovani et al., 1993) 

e com novilhas da raça Nelore (Mollo et al., 2007) observaram que o número 

de embriões coletados foi superior no grupo de baixa ingestão alimentar.  

Dessa forma, acredita-se que o efeito positivo da AIMS sobre população 

folicular, resposta superovulatória e produção embrionária seja dependente do 



 
 

 

estado metabólico em que o animal se encontra no momento em que a dieta é 

fornecida.  Siddiqui et al. (2002), sugeriram que 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, seja melhor do que um alto nível nutricional. Em concordância, 

Adamiak et al. (2005), além de mostrarem efeito negativo da hiperinsulinemia 

na qualidade dos ovócitos, sugeriram que o efeito do nível nutricional sobre as 

qualidades ovocitária e embrionária é dependente do ECC inicial da fêmea 

bovina. Outra possibilidade a ser considerada, é que estes animais estavam a 

pasto antes do experimento e, durante parte do experimento, ficaram 

totalmente confinados com dieta exclusivamente no cocho. Portanto não se 

pode descartar a possibilidade de o confinamento destes animais, mesmo que 

apenas com dieta de adaptação e manutenção, ter resultado no efeito 

semelhante ao esperado com a AIMS e, após o período de adaptação, quando 

passaram a receber a dieta de alta ingestão, este aporte energético, tenha sido 

excessivo para estes animais. 

 



 
 

 

7. CONCLUSÕES 
 

Nas condições do presente estudo, a alta ingestão de matéria seca por 7 

dias antes da emergência da onda folicular e 4 dias durante a SOV, totalizando 

11 dias, não foi capaz de alterar a função ovariana, quanto ao número de 

folículos recrutados, resposta superestimulatória e superovulatória. Entretanto, 

o número de estruturas colhidas, bem como de embriões viáveis teve efeito 

contrário ao esperado, provavelmente, devido ao efeito deletério da AIMS 

associada ao elevado ECC dos animais sobre a qualidade ovocitária.  
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CAPÍTULO III 

 

EFEITO DA CONDIÇÃO CORPORAL E 
DA INGESTÃO ALIMENTAR SOBRE A 

RESPOSTA 
SUPEROVULATÓRIA E PRODUÇÃO 

EMBRIONÁRIA EM NOVILHAS NELORE 



 
 

 

RESUMO 
 
Objetivou-se avaliar o efeito do escore de condição corporal (ECC) e/ou da alta 

ingestão de matéria seca (AIMS) na produção in vivo de embriões de novilhas 

Nelore superovuladas. Foram utilizadas 36 novilhas com menor (2,7±0,1; n=17) 

ou maior (3,7±0,1; n=19) ECC (escala de 1 a 5). Cada grupo foi subdividido em 

Manutenção ou AIMS (180% da dieta de manutenção), formando quatro 

subgrupos experimentais: <ECC + Manutenção (<M), <ECC + AIMS (<A), 

>ECC + Manutenção (>M), >ECC + AIMS (>A). A AIMS ocorreu por 14 dias 

antes do início da superovulação (SOV). Após colheita, os embriões viáveis 

foram congelados para posterior cultivo até eclosão. O número de folículos 

≥3mm no início da SOV (56,4±6,0; 55,1±4,5; 54,3±6,9 e 48,2±4,8) e o número 

de ovulações (11,8±1,4; 10,3±1,6; 13,4±1,3 e 12,4±1,4) não diferiu entre os 

grupos >M, >A, <M e <A, respectivamente (P>0,10). Também não houve 

diferença entre os tratamentos quanto ao número de estruturas totais coletadas 

(7,4±1,2; 6,6±1,3; 8,5±1,4 e 8,5±1,0) ou embriões viáveis (3,5±0,7; 3,6±1,0; 

4,4±0,7 e 3,9±0,8). As novilhas com <ECC apresentaram maiores 

concentrações séricas de IGF-I, entretanto as com >ECC tiveram insulina mais 

alta. Os embriões dos animais com >ECC apresentaram diâmetro, taxas de 

eclosão e expressão relativa de mRNA do gene BAX superiores após cultivo do 

que os coletados no grupo com <ECC. Nas condições deste experimento, ECC 

ou AIMS não influenciaram a resposta superovulatória ou produção 

embrionária nas novilhas da raça Nelore. No entanto, embriões produzidos por 

animais com >ECC apresentaram-se mais criotolerantes. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Nutrição, superovulação, embrião, Bos taurus indicus. 

 



 
 

 

ABSTRACT 
 
Effect of body condition and feed intake on the superovulatory response 
and embryo production in Nelore heifers  
 

The aim of the present study was to investigate the effect of body condition 

score (BCS) and/or nutritional flushing on in vivo embryo production in 

superovulated Nelore heifers. Thirty-six heifers with lower (2.7±0.1; n=18) or 

higher (3.7±0.1; n=18) BCS (scale from 1 to 5) were used. Eeach group was 

subsequently divided into Maintenance or Flushing (180% of maintenance). 

Therefore, four subgroups were formed: <BCS + maintenance (<M), <BCS + 

flushing (<F), >BCS + maintenance (>M), and >BCS + flushing (>F). Nutritional 

flushing was conducted during 14 days prior to the onset of superovulation 

(SOV). After recovery, viable embryos were frozen to be subsequently cultured 

until hatching. The number of follicles ≥3mm at the onset of SOV (56.4±6.0; 

55.1±4.5; 54.3±6.9 and 48.2±4.8) and the number of ovulations (11.8±1.4; 

10.3±1.6; 13.4±1.3 and 12.4±1.4) did not differ among the groups >M, >F, <M, 

or <F, respectively (P>0.10). Moreover, no difference was detected among 

treatments in relation to total number of embryos/ova (7.4±1.2; 6.6±1.3; 8.5±1.4 

and 8.5±1.0) or number of viable embryos (3.5±0.7; 3.6±1.0; 4.4±0.7 and 

3.9±0.8) recovered. Heifers with <BCS had grater blood concentrations of IGF-I, 

whereas heifers with >BCS had grater insulin. Embryos collected from >BCS 

heifers had greater diameter, hatching rates and relative expression of the BAX 

gene mRNA than the ones recovered from <BCS heifers. Under the conditions 

of this experiment, BCS or nutritional flushing did not influence superovulatory 

response or embryo production in Nelore heifers. However, embryos produced 

from >BCS animals presented better cryotolerance. 

 

KEYWORDS: Nutrition, superovulation, embryo, Bos taurus indicus. 

 



 
 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

Um dos maiores entraves dos programas comerciais de transferência de 

embriões (TE) é a grande variação individual ao tratamento superestimulatório 

(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004), 

observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus (Baruselli et al., 2003) quanto 

em Bos taurus (Sartori et al., 2003, 2004). A variabilidade na resposta ovariana 

está relacionada aos diferentes protocolos de superovulação (SOV), mas 

também à nutrição e ao estado nutricional do animal (Yaakub et al., 1999). Em 

geral, fêmeas de elevado mérito genético, que são utilizadas como doadoras 

de embriões, não estão sob um manejo nutricional adequado, o que 

compromete os resultados de TE. 

Nutrição está entre os fatores que mais afetam o desempenho 

reprodutivo de fêmeas bovinas, mas os mecanismos específicos pelos quais a 

dieta influencia a reprodução ainda permanecem pouco entendidos (Gong, 

2002; Diskin et al., 2003). Webb et al. (2004) afirmam que influências 

ambientais, como alterações na dieta, afetam a atividade ovariana alterando as 

concentrações dos hormônios metabólicos, dentre eles o GH (somatotropina), 

a insulina, o IGF (fator de crescimento semelhante à insulina) principalmente 

IGF-I e a leptina e relatam também que a nutrição afeta a expressão de mRNA 

de componentes do sistema IGF ovariano a fim de regular a 

sensibilidade/resposta dos folículos às gonadotrofinas e podem influenciar quali 

e quantitativamente  a produção embrionária. 

A hipótese de que hormônios metabólicos sofrem influência da nutrição 

e exercem efeito direto no ovário, principalmente no desenvolvimento folicular 

inicial, é reforçada por Webb et al. (2004) quando afirmam que mudanças 

induzidas pelo manejo nutricional na concentração circulante de insulina e no 

sistema IGF são importantes para o recrutamento folicular e desenvolvimento 

embrionário, e citam que pequenos folículos de novilhas superalimentadas 

tiveram uma redução significativa nos níveis de mRNA de IGFBP-2 e -4, 

regulando a biodisponibilidade de IGF. Este provavelmente é um fator crítico no 

controle do desenvolvimento folicular pré-antral.   

Além disso, o escore de condição corporal (ECC) em que as fêmeas se 

encontram no momento da superalimentação também parece ter influência na 



 
 

 

produção de embriões. Um estudo recente (Adamiak et al., 2005) demonstrou 

que os efeitos da alimentação com diferentes níveis nutricionais sobre a 

qualidade de ovócitos de vacas doadoras para produção in vitro de embriões 

(PIV) são dependentes da condição corporal do animal. Dados publicados 

sugerem que o “flushing” nutricional associado a um ECC elevado nos animais 

pode exercer um efeito deletério sobre a maturação ovocitária e produção de 

embriões, possivelmente devido ao excesso de IGF-I (Webb et al., 2004) e à 

hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005). Em excesso, a insulina parece ser 

prejudicial por causar uma “down regulation” dos receptores GLUT dos 

embriões, esses receptores são os tranportadores de glicose, substrato 

essencial para a sobrevivência embrionária,  para dentro das células do 

embrião,  a diminuição desse receptores resulta em aumento da apoptose nas 

células embrionárias (Augustin et al., 2003). 

Acredita-se que o entendimento dos mecanismos que regulam o início 

do crescimento dos folículos e o desenvolvimento embrionário é a chave para 

melhorar a eficiência reprodutiva dos animais domésticos (Fortune, 2003). Até 

o presente momento, apenas o “flushing” nutricional (curto período de 

superalimentação; Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002) e o uso do bST 

(somatotropina bovina; Gong et al., 1991; Buratini et al., 2000) se mostraram 

capazes de influenciar positivamente o número de folículos recrutados e/ou a 

resposta aos protocolos de SOV. Mas em relação ao efeito nutricional sobre a 

produção embrionária pouco se conhece e os resultados, além de 

controversos, estão aquém do ideal. 

 



 
 

 

2. OBJETIVO 
 

Avaliar a influência da condição corporal associada ou não à 

alimentação com AIMS na resposta superovulatória, taxa de fecundação, 

quantidade e qualidade de embriões coletados e congelabilidade desses 

embriões e expressão de genes relacionados à qualidade embrionária em 

novilhas da raça Nelore.  

 



 
 

 

3. HIPÓTESES 
 

 
Novilhas com baixo ECC alimentadas com dieta balanceada e 

recebendo 180% da dieta de manutenção antes do início da SOV apresentam 

uma melhor resposta superovulatória, produzem embriões com maior 

expressão de genes relacionados à qualidade e têm um aumento mais 

abrupto e significativo nas concentrações séricas de IGF-1. 

Novilhas com alto ECC alimentadas com dieta balanceada e recebendo 

180% da dieta de manutenção antes do início da SOV produzem menor 

número de embriões viáveis. 

 



 
 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Animais 
 
Trinta e seis novilhas da raça Nelore, com idade média de 36 a 48 meses que 

estavam com alto (n = 19) e baixo (n = 17) ECC, respectivamente foram 

utilizadas no experimento. Apresentavam peso corporal de 457,2 ± 10,0 kg e 

378,4 ± 12,0 kg, respectivamente para o grupo de elevado e baixo ECC. Todas 

as novilhas passaram por exame ginecológico antes do início do projeto. 

 
4.2. Dietas experimentais 
 
As novilhas estavam divididas em dois grupos, um com elevado ECC e outro 

com baixo ECC. As novilhas de cada grupo (alto e baixo ECC) foram 

subdivididas, aleatoriamente, em subgrupos de Manutenção e AIMS, como a 

AIMS por sete dias antes da primeira aplicação de FSH da SOV não surtiu 

resultados favoráveis (avaliado no experimento do capítulo 1), neste 

experimento a AIMS foi realizada por 14 dias prévios ao tratamento de 

superestimulação. Após a subdivisão, foram formados quatro grupos 

experimentais: Baixo ECC + Manutenção (<ECC+Manutenção), Baixa ECC + 

AIMS (<ECC+AIMS), Alta ECC + Manutenção (>ECC+Manutenção), Alta ECC 

+ AIMS (>ECC+AIMS). 

As novilhas que estavam no grupo Manutenção receberam deita de 

manutenção (100%) ajustada de acordo com o peso do grupo, ou seja, 

manutenção para o grupo com elevado e baixo ECC (com ingestão total de 

2,03% do PV). As novilhas do grupo AIMS receberam dieta com 180% da 

manutenção e também foi ajustada ao peso do grupo de elevado e baixo ECC 

(ingestão total de 3,65% do PV). A alimentação era feita exclusivamente com a 

dieta experimental, com sal mineral e água à vontade e durante todo o 

experimento os animais não tiveram acesso a pasto. 

Todas as novilhas receberam dieta de manutenção por 4 semanas antes 

do início do experimento (dieta de adaptação) e após o término da primeira 

réplica permaneceram com dieta de manutenção até o início da segunda 

réplica. Na segunda réplica os grupos foram invertidos. Os animais do grupo 



 
 

 

Manutenção passaram para o grupo AIMS e vice-versa, porém o cross-over foi 

realizado apenas dentro dos grupos experimentais de maior e menor ECC, ou 

seja, os animais de maior ECC permaneceram nesse grupo até o final do 

experimento, da mesma forma, os animais de menor ECC também 

permaneceram assim durante todo o período experimental. 

Além disso, o peso e o escore de condição corporal (ECC) (escala de 1 

a 5; Houghton et al., 1990) foram avaliados semanalmente. Como as dietas 

eram fornecidas em quantidade proporcional a média de peso corporal do 

grupo, estas foram reformuladas semanalmente, apesar de a variação de peso 

corporal ter sido discreta (não significativa) dentro de cada grupo experimental 

durante todo o período do experimento, essa correção foi mantida. 

A porcentagem dos componentes da dieta, de matéria seca (MS), dos 

nutrientes digestíveis totais (NDT) e de proteína bruta (PB) oferecida estão 

ilustrados na Tabela 3. 
 

Tabela 3. Porcentagem dos componentes, de MS, de NDT e de PB das dietas 

experimentais. 

Componentes % na dieta % de MS % de NDT % de PB 

Feno coast-cross 36,7 85,0 50,0 10,0 

Silagem milho 18,0 25,0 62,8 7,5 

Milho moído 24,4 90,0 80,0 9,0 

Farelo de trigo 12,4 90,0 70,0 14,0 

Concentrado* 8,5 90,0 65,0 22,0 

Média total - 37,9 62,4 11,5 

*Boião PPU – Integral Nutrição Animal, Goiânia-GO, Brasil. 

 

4.3. Protocolo de superestimulação ovariana 
 

Quatorze dias após início das dietas experimentais (Manutenção ou 

AIMS), todas as novilhas foram sincronizadas com dispositivo intra-vaginal de 

progesterona (P4; DIB, Sintex S.A., Argentina) e 2,0 mg de benzoato de 

estradiol (BE; Ric-BE, Tecnopec, Brasil) e foram superovuladas com FSH 

seguindo o protocolo de transferência de embriões em tempo fixo descrito na 



 
 

 

Figura 2. Cada novilha recebeu oito injeções de FSH im a cada 12 horas em 

doses decrescentes, utilizando uma dose total de 150 UI de FSH (Pluset, 

Calier, S.A. Barcelona, Espanha) e 0,150 mg de prostaglandina - PGF2α (D-

Cloprostenol; Veteglan, Calier, S.A. Barcelona, Espanha), simultânea à sexta e 

sétima aplicação de FSH. Doze horas após a última aplicação de FSH, a 

ovulação foi induzida com 0,05 mg de GnRH (Acetato de Gonadorelina; 

Gestran Plus; ARSA S. R. L. Buenos Aires, Argentina). Doze e 24 horas após a 

indução da ovulação as novilhas foram inseminadas artificialmente com sêmen 

congelado de uma mesma partida e um mesmo touro e os embriões foram 

coletados sete dias após a injeção para indução da ovulação. Após a colheita 

dos embriões, as novilhas foram tratadas com 0,150 mg de PGF2α (D-

Cloprostenol; Veteglan, Calier, S.A. Barcelona, Espanha) e pernaneceram 

recebendo a dieta de manutenção, ajustada de acordo com o peso do grupo, 

ou seja, manutenção para o grupo com elevado e baixo ECC . Vinte dias após, 

uma nova SOV foi realizada e os tratamentos foram invertidos, ou seja, as 

novilhas que haviam recebido alimentação com AIMS passaram para o grupo 

Manutenção e vice-versa. 



 
 

 

 
 
Figura 2. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o 

período das dietas experimentais, o protocolo de superestimulação ovariana e 

os exames ultra-sonográficos. Legenda: D-38 a D15 = dias em relação ao início 

do protocolo de superestimulação (D0); P4 = implante de progesterona, BE = 

benzoato de estradiol, FSH = hormônio folículo estimulante; PGF = 

prostaglandina F2α, GnRH = hormônio liberador de gonadotrofina; IA = 

inseminação artificial; US = exame ultra-sonográfico. Dietas: AIMS (alta 

ingestão de matéria seca) = 180% em relação à dieta de manutenção; > e < 

ECC = elevado e baixo escore de condição corporal. 

 
4.4. Exames ultra-sonográficos 
 

Exames ultra-sonográficos ovarianos foram realizados no ato da 

primeira e da última aplicação de FSH, e 2 e 7 dias após a indução da ovulação 

(Figura 2). Na avaliação realizada no dia da primeira aplicação de FSH, foram 

contados apenas folículos pequenos (3,0 a 5,0 mm de diâmetro) e na avaliação 

do dia da última aplicação de FSH e 2 dias após a indução da ovulação foram 

contados apenas os folículos com diâmetro ≥ 6,0 mm. 

Os exames ultra-sonográficos foram realizados por um único operador, 

utilizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V; 

Corometrics Medical Sistems Inc., Wallingford, CT, USA) com transdutor linear 

trans-retal de 7,5 MHz. 



 
 

 

4.5. Colheita e avaliação embrionária 
 

Para realização das colheitas dos embriões, as vacas foram contidas em 

tronco individual e foi realizada anestesia peridural com 4,0 mL de lidocaína 

2,0%. Foi realizada a técnica de colheita dupla, relatada por Castro Neto et al. 

(2005), na qual o balão do catéter de Foley foi posicionado o corpo uterino 

justaposto ao óstio cranial da cérvix e foram utilizados em média 1000 mL de 

Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) por animal. Após a lavagem 

uterina, o útero foi preenchido com DPBS e o catéter mantido no local com sua 

abertura lacrada com uma presilha de filtro de coleta. Em seguida, as vacas 

foram soltas e retornaram ao tronco 20 minutos depois, para a remoção do 

DPBS que estava no útero e para a realização de um segundo lavado com um 

volume extra de 500 mL de DPBS. O material recuperado do útero foi colhido 

em filtro de 75 µm com devida identificação para cada animal e transportado 

para o laboratório, onde os embriões foram resgatados e avaliados em 

estereomicroscópio (Zeiss – Stemi SV6, Holanda). Os embriões foram 

classificados segundo o grau de desenvolvimento e qualidade, de acordo com 

o manual da International Embryo Transfer Society (IETS; Stringfellow & Siedel, 

1999). Embriões de graus 1 a 3 foram considerados viáveis. 

 

4.6. Congelação dos embriões 
 

Os embriões viáveis colhidos (grau 1 e 2) foram congelados com 

etilenoglicol (Ethylene Glycol Freeze Plus with 0.1M sucrose, Bioniche, 

Pullman, WA) em nitrogênio líquido usando o protocolo clássico, com curva de 

resfriamento de -0.5ºC/min, temperatura final de -32ºC e Seeding a -6ºC. 

Após classificação dos embriões quanto ao grau de desenvolvimento e 

qualidade, os embriões grau 1 e 2 passaram por oito banhos no meio de 

manutenção-Holding (Tqc Holdind Plus; Bioniche, Pullman, WA) e em seguida 

passaram por dois banhos em gotas com etilenglicol, foram envasados em 

palhetas de 0,25 ml, sendo que permaneceram no máximo 10 minutos imersos 

em etilenoglicol antes de iniciar a congelação (estabilização e a curva).  

As palhetas foram previamente identificadas com número da doadora, 

tratamento, número de embriões colocados na palheta, estágio de 



 
 

 

desenvolvimento e grau de qualidade. Após o envase dos embriões, seguiram 

para a máquina de congelação TK 3000 (TK 3000 SE; Nutricell, Campinas-SP), 

que já estava estabilizada a -6ºC. Antes de iniciar a curva de congelação, as 

palhetas permaneceram por 10 minutos estabilizando a -6ºC, porém após 2 

minutos dessa estabilização, foi realizado o Seeding (indução da cristalização) 

e após esses 10 minutos, iniciou-se a curva padrão de congelação (-

0.5ºC/min), atingindo uma temperatura no final da curva de -32ºC. Após o 

término da curva as palhetas foram imersas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em botijões com nitrogênio líquido. 

 

4.7. Cultivo in vitro dos embriões após descongelação 
 

Para o cultivo in vitro dos embriões após descongelamento, utilizou-se 

gotas com o meio de cultivo de fluido sintético de oviduto (SOF, Nutricell, 

Campinas, SP, Brasil) com co-cultivo de células do cumulus imaturas. As gotas 

foram preparadas por pelo menos 24 horas antes do descongelamento e foram 

mantidas em estufa a 39°C e 5% de CO2 em ar para formação do tapete celular 

no fundo da placa e estabilização do meio. Cada placa continha quatro gotas 

de 200 μL de meio de cultivo SOF, cobertas com óleo mineral. Cultivou-se 

mórulas e blastocistos separadamente, segundo cada tratamento 

(>ECC+AIMS, >ECC+Manutenção, <ECC+AIMS, <ECC+Manutenção), 

devidamente identificados, colocando em média 18 embriões por gota.  

Para a descongelação, os embriões foram retirados do nitrogênio 

líquido, mantidos em temperatura ambiente por 5 segundos e imersos em água 

aquecida a 30oC por 20 segundos. Após a descongelação, os embriões de 

cada palheta passaram por um banho de 30 segundos em solução 1:1 de 

Etilenoglicol (Ethylene Glycol Freeze Plus com 0,1 M de sucrose, Bioniche, 

Pullman, WA) e Meio Holding (Tqc Holdind Plus; Bioniche, Pullman, WA), em 

seguida por três banhos seqüenciais em Meio Holding, e por último, um banho 

em meio SOF. Logo após, foram transferidos para a gota de cultivo preparada 

anteriormente, sendo então mantidos em estufa a 39°C e 5% de CO2 em ar. 

O tempo total de cultivo in vitro foi de 96 horas, para avaliação das taxas 

de re-expansão e eclosão. As avaliações morfológicas foram realizadas a cada 

12 horas completadas do início do cultivo. Em cada avaliação, os embriões de 



 
 

 

todas as gotas foram mensurados através do programa Motic Images Plus 2.0 

por meio de uma objetiva fotográfica acoplada à lupa Stem Zeiss SV-6. Todos 

os embriões que já se encontravam eclodidos no final de cada avaliação eram 

lavados em solução de PBS modificado (ausente de soro fetal bovino, 

antibiótico, cálcio e magnésio) e congelados individualmente a -80ºC para 

posterior análise da expressão de genes relacionados à qualidade embrionária 

através da técnica de RT-PCR semi-quantitativo. 

Às 96 horas, última avaliação, todos os embriões restantes, eclodidos ou 

não, foram lavados em solução de PBS modificado (ausente de soro fetal 

bovino, antibiótico, cálcio e magnésio) e congelados individualmente a -80ºC 

para posterior análise da expressão de genes relacionados à qualidade 

embrionária através da técnica de RT-PCR semi-quantitativo. 

Após 96 horas de cultivo in vitro a criotolerância dos embriões foi 

morfologicamente avaliada, baseada no desenvolvimento in vitro destes 

embriões após a descongelação, que está representada pela taxa de eclosão 

dos embriões. A taxa de eclosão é a porcentagem dos embriões que eclodiram 

durante todo o período de cultivo, em relação ao número total de embriões de 

cada tratamento que iniciaram o cultivo. 

 

4.8.Colheitas de sangue e dosagens hormonais 
 

Foram colhidas amostras de sangue para dosagem dos hormônios 

insulina e IGF-I total. As colheitas foram realizadas durante todo o período de 

AIMS, iniciando dois dias antes do início da AIMS e continuaram por dois dias 

consecutivos após o início desta, a partir desse momento as colheitas 

passaram a ser realizadas em dias alternados até o último dia da AIMS, 

totalizando dez amostras de sangue por animal. O sangue foi colhido por 

punção da veia jugular com tubos de Vacutainer e foi centrifugado a 1600 g por 

15 min logo após a colheita. O soro foi então congelado a -20oC, para 

posteriormente ser analisado para dosagem de insulina através de 

radioimunoensaio (RIE) e IGF-I através de ensaio imunorradiométrico (IRMA). 

Os kits utilizados para cada ensaio e os respectivos coeficientes de 

variação (CV) estão descritos na Tabela 4. As dosagens de insulina foram 

realizadas nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 11 e 13 em relação ao início da AIMS. 



 
 

 

As dosagens de IGF-I foram realizadas nos dias 0, 7 e 13 em relação ao início 

da AIMS. 

 
Tabela 4. Descrição dos kits utilizados e coeficientes de variação (CV) intra-

ensaio obtidos nas dosagens hormonais realizadas. 

Ensaio Kit CV intra-ensaio (%) 

Insulina 
Coat-a-Count Insulin, DPC-Medlab 

(TKIN5) 
4,8 

IGF-I total DSL-5600 IRMA Active™ 5,7 

 

 

4.9. Expressão gênica nos embriões 
 

Após a descongelação e o cultivo in vitro dos embriões, os embriões que 

eclodiram em até no máximo 96 horas, passaram por banhos em solução de 

PBS modificado (ausente de soro fetal bovino, antibiótico, cálcio e magnésio) e 

congelados individualmente a -80ºC em tubos eppendorf de 0,2 mL com 0,2 µL 

de PBS modificado, onde permaneceram até a extração do RNA.  

Foram formados oito pools de dois embriões eclodidos para cada 

tratamento (>ECC+AIMS, >ECC+Manutenção, <ECC+AIMS, 

<ECC+Manutenção), destes oito pools, quatro deles foram formados por 

embriões que estavam no estágio de mórula antes do cultivo in vitro e os outros 

quatro pools foram de blastocistos. Apenas o tratamento <ECC+Manutenção 

ficou com quatro repetições com um único embrião, pois a taxa de eclosão 

desde tratamento foi mais baixa e não teve embrião suficiente para fechar as 

oito repetições com dois embriões cada. 

Os embriões foram submetidos à avaliação da expressão dos genes 

INF-τ, BAX, BCL-2, IGF-2, IGF-2R e GRB-10 através da técnica de RT-PCR 

semi-quantitativo. O gene GAPDH foi utilizado como controle constitutivo. 

Para a extração do RNA total foi utilizado Trizol Reagent (InvitrogenTM) 

e o  Kit Micro Fast Track 2.0 (InvitrogenTM) seguindo as recomendações do 

fabricante, mas com modificações. Os embriões a serem avaliados foram 



 
 

 

descongelados em gelo, centrifugados e então foi acrescentado 50 μL de 

Trizol.  

Posteriormente, foi adicionado 10 μL de clorofórmio e colocado no vortex 

por 15 segundos, foi feito repouso de 2 minutos em temperatura ambiente. 

Após o repouso, o tubo contendo o material foi centrifugado a 12.000 x g por 15 

minutos a 4°C, sendo retirado o sobrenadante, transferindo-o para outro tubo. 

Foi adicionado 1U de DNase (Promega®) e permaneceu a 37°C por 30 

minutos. Logo após foi adicionado 510 μL de PBS RNAse free. 

A solução obtida foi transferida para o tubo com oligo (dT) celulose 

(fornecido pelo kit). Os tubos foram colocados no vortex, com agitação na 

velocidade 5, a temperatura ambiente por 20 minutos e após foram 

centrifugados a 4000 x g por 5 minutos em temperatura ambiente. 

O sobrenadante da resina foi removido, permanecendo apenas o pellet 

de oligo (dT) celulose. 

Lavagem do Oligo (dT):  

O pellet de oligo (dT) foi ressuspendido em 1,3 mL de tampão de 

ligação, centrifugado a 4000g por 5 minutos em temperatura ambiente. O 

tampão de ligação foi removido, permanecendo apenas o pellet. Esse passo de 

lavagem foi repetido por mais quatro vezes. 

Após as lavagens, a resina foi ressuspendida em 300 μl de tampão de 

ligação e a amostra foi transferida para uma coluna com um tubo de 

minicentrífuga acoplado (fornecido pelo kit) e centrifugada a 4000 x g por 15 

segundos em temperatura ambiente. Esse passo foi repetido por mais três 

vezes. 

Foi adicionado 200 μl de tampão de lavagem “Low Salt” e gentilmente, o 

pellet foi ressuspendido e centrifugado a 4000 x g por 15 segundos em 

temperatura ambiente. Esta lavagem foi repetida por mais uma vez.                                         

 

Eluição e precipitação do mRNA: 

Após as lavagens a coluna foi transferida para um novo tubo (fornecido 

pelo kit) e adicionado 100 μl de tampão de eluição. Foi centrifugado a 4000 x g 

por 15 segundos em temperatura ambiente.  



 
 

 

Foi adicionada uma segunda alíquota de 100 μl de tampão de eluição à 

coluna e foi centrifugado novamente por 15 segundos. A coluna foi removida do 

tubo e descartada. Os 200 μl neste novo tubo é a amostra de mRNA. 

O mRNA foi precipitado com 10 μl de glicogênio carreador (2 mg/ml), 30 

μl de 2 M acetato de sódio e 600 μl de 200 poof (100%) etanol, em seguida as 

amostras foram congeladas em nitrogênio líquido. Imediatamente após, foram 

derretidas e centrifugadas a uma velocidade máxima de 16000 x g por 15 

minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi descartado, restando apenas um pequeno pellet de 

mRNA. Este foi ressuspendido com 8 μl de tampão de eluição. 

Para a síntese de cDNA foram utilizados 8 μL de RNA total, 

acrescentando 0,5 μg/μL de oligo(dT), 40 mM das quatro dNTP’s e 14 μL de 

água DEPC para ajustar o volume. Em seguida o tubo foi aquecido a 65°C por 

5 minutos. Adicionou-se então o 2 μL do tampão (1X) da enzima transcriptase 

reversa (RT), 2 μL de DTT (0,1 M) e 40 UI de RNAse-OUT. Em seguida a 

reação foi submetida a 42°C por 52 minutos, sendo que aos dois minutos, o 

programa foi parado e adicionado ao tubo 200 UI da enzima RT e foi dado 

segmento ao programa, terminando com um passo a 70°C por 15 minutos. 

Para a PCR, as condições de reação foram as seguintes: tampão da 

Taq 1X, 0,8 mM dos 4 dNTP’s, 0,5 μM de cada primer, 2 UI de Taq DNA 

polimerase, 2 mM de MgCl2 para GAPDH, BAX, GRB-10, INF-τ e 1 mM para 

BCL-2, IGF-2, IGF-2R, 2 μL de cDNA para GAPDH, BAX, INF-τ, BCL-2, IGF-2, 

IGF-2R e 2,5 μL para o gene GRB-10. Antes da realização das reações de 

PCR, foi determinado o número de ciclos e a temperatura de anelamento, na 

fase exponencial de amplificação, para cada gene em questão. O número de 

ciclos de amplificação foi de 33 para INF-τ, 37 ciclos para o GAPDH, 40 ciclos 

para BAX e GRB-10 e 45 ciclos para BCL-2, IGF-2 e IGF-2R. A temperatura de 

anelamento utilizada foi de 50°C para os genes BCL-2, IGF-2 e IGF-2R e de 

54°C para os demais genes. Foi utilizado o programa ActinaIGF do 

termociclador. 

As seqüências dos “primers” utilizados, bem como o tamanho dos 

fragmentos amplificados estão mostrados na Tabela 5.  

 



 
 

 

Tabela 5. Seqüência dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos 

amplificados para avaliação dos genes IGF-II, IGF-IIR, INTERFERON-τ, BCL-2, 

BAX, GRB 10 e GAPDH. 

Gene Primer 
Fragmento 

amplificado 

IGF-II   

 sense 5'-TCGTGCTGCTATGCTGCTTACG-3' 306 pb 

 antisense 5'-ACTGCTTCCAGGTGTCAGATTGG-3'  

IGF-IIR   

 sense 5'-CGCCTACAGCGAGAAGGGGGTTAGTC-3' 293 pb 

 antisense 5'-AGAAAAGCGTGCACGTGCGCCTTGTC -3'  

INTERFERON-τ   

 Sense 5’-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA-3’ 564 pb 

 antisense 5’-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC-3’  

BCL-2   

 Sense 5'-ATGACTTCTCTCGGCGCT-3' 184 pb 

 antisense 5'-TTGACGCTCTCCACACACA -3'  

BAX   

 Sense 5'-TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG-3' 198 pb 

 antisense 5'-CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC-3'  

GRB 10   

 Sense 5'-GAAGATGGGACAAGCAAAGT-3' 290 pb 

 antisense 5'-CTGGCACCAAGTAACCATCTG-3'  

GAPDH   

 Sense 5'-CCCATCACCATCTTCCAGG-3' 471 pb 

 antisense 5'-AGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3'  
 

Os produtos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em 

gel de agarose 1,5% e corados com brometo de etídio.  

A quantificação relativa dos transcritos foi determinada por 

densitometria pelo programa Image J, versão 1.36b, utilizando o gene GAPDH 

como constitutivo. 

 



 
 

 

4.10. Análise estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi o fatorial 2x2. Os resultados 

foram analisados através do programa computacional Statistical Analysis 

System (SAS, 2001) sendo anteriormente verificada a normalidade dos 

resíduos pelo Teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE) e a homogeneidade 

das variâncias comparadas pelo Teste de Hartley (OTT, 1993). Os dados 

(variável dependente) que não atenderam a estas premissas foram submetidos 

à transformação logarítmica [Log(X+1)] ou quadrática [RQ(X+1/2)]. Os dados 

originais ou transformados, quando este último procedimento foi necessário, 

foram submetidos à análise de variância que separou como causas de variação 

efeito de dieta, efeito de escore de condição corporal (ECC) e efeito de período 

de colheita, além das interações entre estes fatores (Tabela 6). No caso de 

efeito nas interações, estas foram separadas através de contrastes ortogonais. 

Tal análise foi realizada utilizando-se o procedimento General Linear Model 

(PROC GLM do SAS). 

Na análise da taxa de eclosão foi incluído o efeito do estágio embrionário 

e retirado o efeito do período de colheita (Tabela 7). Nesta análise, para ser 

possível utilizar um teste quantitativo (ANOVA) realizou-se a transformação dos 

dados em 0 ou 1. Enquanto não houvesse eclosão do embrião, este dado era 

considerado 0, a partir do momento em que houvesse a eclosão, este dado 

assumia o valor 1. 

As análises referentes aos valores de insulina, IGF e taxa de eclosão 

foram realizadas conforme descrito anteriormente, porém foi adicionado o fator 

medidas repetidas no tempo, referentes aos diversos momentos de colheita 

(Tabelas 8 e 9). As probabilidades das interações com o tempo foram 

determinadas pelo teste de Greenhouse-Geisse, utilizando-se o comando 

REPEATED gerado pelo procedimento GLM (PROC GLM do SAS). Análises 

por tempo somente foram realizadas quando as interações entre tempo e 

tratamentos forem significativas. Para tal foi utilizado o comando SLICE do 

GLM do SAS. Quando significativo, estudou-se efeito de tratamento dentro do 

tempo pelo teste de média Tukey. 

As variáveis número médio de oócitos não-fecundados, de mórulas e de 

blastocistos não respeitaram a premissa da normalidade dos resíduos mesmo 



 
 

 

quando transformados, logo, utilizou-se a estatística não-paramétrica de ordem 

valendo-se do teste de Kruskal-Wallis (PROC NPAR1WAY do SAS).  

Os dados de expressão gênica e do tamanho dos embriões foram 

avaliados pelo teste t de Student, apenas os dados que não apresentaram 

distribuição normal foram analisados pelos testes não-paramétricos Mann 

Whitney ou Kruskal-Wallis. Os resultados estão apresentados sob a forma de 

média ± erro padrão da média. 

Foi utilizado o nível de significância de 5% para todos os testes 

realizados. 

 

 Tabela 6.  Esquema de análise de variância para delineamento fatorial 

Causas de variação Graus de Liberdade 

Dieta 1 

Escore de Condição Corporal 1 

Período 1 

Interação Dieta x ECC 1 

Interação Dieta x Período 1 

Interação ECC x Período 1 

Interação Dieta x ECC x Período 1 

Resíduo A  64 

Total de Unidades Experimentais 71 

 
Tabela 7.Esquema de análise de variância para delineamento fatorial (Taxa de 

eclosão) 

Causas de variação Graus de Liberdade 

Dieta 1 

Escore de Condição Corporal 1 

Estágio Embrionário 1 

Interação Dieta x ECC 1 

Interação Dieta x Estágio 1 

Interação ECC x Estágio 1 

Interação Dieta x ECC x Estágio 1 

Resíduo A  64 



 
 

 

Total de Unidades Experimentais 71 

 
Tabela 8. Esquema de análise de variância para delineamento fatorial com as 

medidas repetidas no tempo (dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 11 e 13) 

Causas de variação Graus de Liberdade 

Dieta 1 

Escore de Condição Corporal 1 

Período 1 

Interação Dieta x ECC 1 

Interação Dieta x Período 1 

Interação ECC x Período 1 

Interação Dieta x ECC x Período 1 

Resíduo A  64 

Total de Unidades Experimentais 71 

Tempo 8 

Interação Tempo x Dieta 8 

Interação Tempo x ECC 8 

Interação Tempo x Período 8 

Interação Tempo x Dieta x ECC 8 

Interação Tempo x Dieta x Período 8 

Interação Tempo x ECC x Período 8 

Interação Tempo x Dieta x ECC x 

Período 

8 

Resíduo B 512 

Total de Sub-unidades Experimentais 647 

 



 
 

 

Tabela 9. Esquema de análise de variância para delineamento fatorial com as 

medidas repetidas no tempo para a variável insulina (dias 0, 7 e 13) 

Causas de variação Graus de Liberdade 

Dieta 1 

Escore de Condição Corporal 1 

Período 1 

Interação Dieta x ECC 1 

Interação Dieta x Período 1 

Interação ECC x Período 1 

Interação Dieta x ECC x Período 1 

Resíduo A  64 

Total de Unidades Experimentais 71 

Tempo 2 

Interação Tempo x Dieta 2 

Interação Tempo x ECC 2 

Interação Tempo x Período 2 

Interação Tempo x Dieta x ECC 2 

Interação Tempo x Dieta x Período 2 

Interação Tempo x ECC x Período 2 

Interação Tempo x Dieta x ECC x 

Período 

2 

Resíduo B 128 

Total de Sub-unidades Experimentais 215 

 

 



 
 

 

5. RESULTADOS 
 

5.1. Peso corporal e escore de condição corporal 
 

Não houve variação no peso médio (média ± EPM) e no ECC médio dos 

animais durante o período experimental (P > 0,10). Os animais com maior peso 

corporal e maior ECC se mantiveram assim durante todo o experimento, 

incluindo o período em que estavam submetidos à AIMS. O mesmo foi 

observado nos animais com menor peso corporal e ECC inferior (Figuras 3 e 

4). 
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Figura 3. Peso corporal (kg) dos animais (média ± EPM) com maior ECC 

submetidos à AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC + 

Manutenção; n = 19) e dos animais com menor ECC submetidos à AIMS 

(<ECC + AIMS; n = 17) e à Manutenção (<ECC + Manutenção; n = 17) ao 

longo do período experimental. Não houve diferença (P > 0,10) no peso 

corporal médio entre os grupos submetidos ou não à AIMS. 
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Figura 4. Escore de condição corporal (ECC, escala de 1 a 5) dos animais 

(média ± EPM) com maior ECC submetidos à AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e à 

Manutenção (>ECC + Manutenção; n = 19) e dos animais com menor ECC 

submetidos à AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e à Manutenção (<ECC + 

Manutenção; n = 17) ao longo do período experimental. Não houve diferença 

(P > 0,10) no ECC médio entre os grupos submetidos ou não à AIMS. 

 



 
 

 

5.2. Resposta superestimulatória e superovulatória e produção 
embrionária 

 
Não houve efeito da dieta, do ECC e, consequentemente, também não 

houve efeito de interação entre dieta e ECC quanto ao número de folículos 

recrutados na onda folicular sincronizada e quanto ao número de ovulações 

(P>0,05). O número de estruturas totais e, consequentemente, o número de 

embriões viáveis também não diferiu entre os quatro tratamentos experimentais 

(P>0,05) (Tabelas 10 e 11).  



 
 

 

Tabela 10. Resultados (média) da população folicular (n), corpos lúteos (n) e 

embriões coletados (n), nos animais com maior ECC submetidos à AIMS 

(>ECC + AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC + M; n = 19) e dos animais com 

menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e à Manutenção 

(<ECC + M; n = 17). 

 >ECC <ECC    P  

 M AIMS M AIMS 
Médi

a 

CV 

(%) 

Diet

a 
ECC 

D*E

CC 

Folículos ≥ 3mm 

(antes da AIMS); 

n 

47,6 47,5 47,5 37,2 42,4 47,5 0,56 0,03 0,81

Folículos ≥ 3mm 

(início FSH); n 
56,4 55,1 54,3 48,2 53,6 43,4 0,81 0,41 0,46

Folículos ≥ 6mm 

(final FSH); n 
41,6 35,5 41,5 34,5 38,3 62,9 0,53 0,86 0,66

Corpos lúteos; n 11,8 10,3 13,4 12,4 11,9 50,5 0,58 0,23 0,91

Estruturas totais 

coletadas; n 
7,4 6,6 8,5 8,5 7,7 68,5 0,80 0,18 0,58

Embriões 

viáveis; n 
3,47 3,58 4,41 3,94 3,83 87,6 0,38 0,32 0,94

Embriões 

degenerados; n 
3,1 2,5 2,7 3,8 3,0 123,7 0,45 0,52 0,10



 
 

 

Tabela 11. Número médio de ovócitos não fecundados (NF), mórulas e 

blastocistos, com respectivas médias, CV e probabilidades, nos animais com 

maior ECC submetidos à AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC 

+ M; n = 19) e dos animais com menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + 

AIMS, n = 17) e à Manutenção (<ECC + M; n = 17). 

 >ECC <ECC    

 M AIMS M AIMS Média CV (%) P 

NF 0,6 0,2 0,7 1,1 0,6 183,7 0,09 

Mórula 2,3 2,8 3,2 2,4 2,7 113,1 0,61 

Blastocisto 1,4 1,3 1,9 1,8 1,7 126,8 0,47 

 
 
5.3. Concentrações séricas de insulina e IGF-I 
 

Não houve efeito de interação entre dieta e ECC na concentração sérica 

de insulina (P > 0,05) (Figura 5). Por outro lado, houve efeito da condição 

corporal durante quase todo o período experimental, com excessão dos dias 3 

e 11 em relação ao início da AIMS (Figura 6), e da dieta nos dias 5, 7, 9 e 11 

em relação ao início do fornecimento da AIMS (Figura 7), sobre a concentração 

sérica de insulina (Tabela 12). Dessa forma, os animais que receberam AIMS 

por 14 dias previamente à SOV e os animais com maior ECC apresentaram 

maiores concentrações séricas de insulina em relação aos animais que 

receberam dieta de Manutenção durante todo o período experimental e aos 

animais com menor ECC.  

 



 
 

 

Tabela 12. Concentração de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 11 e 13 em 

relação ao início da AIMS, com respectivas médias, coeficiente de variação 

(CV) e probabilidades nos animais com maior ECC submetidos à AIMS (>ECC 

+ AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC + M; n = 19) e dos animais com menor 

ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e à Manutenção (<ECC + M; 

n = 17). 

 >ECC <ECC    P  

 M AIMS M AIMS Média 
CV 

(%) 
Dieta ECC D*ECC 

-2 11,5 14,0 11,6 7,4 11,2 72,7 0,38 0,01 0,05 

-1 18,2 16,8 9,5 9,8 13,7 87,1 0,88 0,0008 0,81 

0 17,2 12,9 10,1 9,7 12,5 96,9 0,77 0,01 0,34 

1 13,6 17,7 10,1 11,7 13,3 91,9 0,20 0,01 0,59 

3 15,8 16,5 9,9 13,9 14,1 79,9 0,10 0,07 0,66 

5 14,8 21,0 7,8 10,5 13,6 77,9 0,012 <,0001 0,77 

7 16,3 18,4 10,4 13,1 14,7 66,9 0,05 0,01 0,67 

9 20,3 22,6 7,2 16,8 16,9 104,7 0,04 0,0006 0,15 

11 15,6 12,3 11,0 14,6 15,2 66 0,08 0,07 0,83 

13 12,4 19,1 8,5 14,2 13,6 72,2 0,002 0,02 0,56 

Média 15,6 17,8 9,6 12,2 13,9 61,6 0,09 0,0005 0,81 
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Figura 5. Concentração (média ± EPM) de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 

11 e 13 em relação ao início da AIMS, nos animais com maior ECC submetidos 

à AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC + Manutenção; n = 19) 

e dos animais com menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e à 

Manutenção (<ECC + Manutenção; n = 17). Não houve efeito de interação 

entre dieta e ECC (P > 0,05). 



 
 

 

 
Figura 6. Concentração (média ± EPM) de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 

11 e 13 em relação ao início da AIMS, nos animais com maior (n = 38) e menor 

(n = 34) ECC, independente da dieta a que estavam submetidos. Houve efeito 

do ECC, os animais com elevado ECC apresentaram maiores concentrações 

de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 5, 7, 9 e 13 quando comparados aos animais 

com baixo ECC (*P < 0,05). 



 
 

 

 
Figura 7. Concentração (média ± EPM) de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 

11 e 13 em relação ao início da AIMS, nos animais que estavam submetidos (n 

= 36) ou não (n = 36) à AIMS, independente do ECC. Houve efeito da dieta, os 

animais que estavam submetidos à AIMS apresentaram maiores 

concentrações de insulina nos dias 5, 7, 9 e 13 quando comparados aos 

animais que permaneceram com dieta de Manutenção durante todo o período 

experimental (*P < 0,05). 

 



 
 

 

Não houve efeito de interação entre ECC e dieta nas concentrações de 

IGF-I (P > 0,05), em nenhums dos dias analisados (Tabela 13 e Figura 8). 

Entretanto, para as concentrações séricas de IGF-I nos dias 0, 7 e 13 em 

relação ao início do fornecimento da AIMS, foi encontrado efeito do ECC 

apenas no dia 13 do fornecimento da AIMS (P < 0,05). Os animais com menor 

ECC apresentaram maiores concentrações séricas de IGF-I no dia 13, em 

relação aos animais com maior ECC (Figura 9). Não houve efeito da dieta nas 

concentrações séricas de IGF-I (Figura 10; P > 0,05).  

 

Tabela 13. Concentração (média ± EPM) de IGF-I (ng/mL), nos dias 0, 7 e 13 

em relação ao início da AIMS, nos animais com maior ECC submetidos à AIMS 

(>ECC + AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC + Manutenção; n = 19) e nos 

animais com menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e à 

Manutenção (<ECC + Manutenção; n = 17) (P>0,05). 

 

 
<ECC + 

Manutenção 
<ECC+AIMS 

>ECC + 

Manutenção 
>ECC+AIMS 

0 341,9 ± 30,6 313,8 ± 35,5 280,3 ± 18,1 288,0 ± 21,4 

7 301,4 ± 28,2 247,3 ± 20,1 254,0 ± 22,2 229,0 ± 21,2 

13 351,2 ± 26,8 329,8 ± 23,3 290,2 ± 27,7 267,4 ± 21,5 



 
 

 

 
Figura 8. Concentração (média ± EPM) de IGF-I, nos dias 0, 7 e 13 em relação 

ao início da AIMS, nos animais com maior ECC submetidos à AIMS (>ECC + 

AIMS; n = 19) e à Manutenção (>ECC + Manutenção; n = 19) e dos animais 

com menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e à Manutenção 

(<ECC + Manutenção; n = 17). Não houve efeito de interação (P > 0,05). 



 
 

 

 
Figura 9. Concentração (média ± EPM) de IGF-I, nos dias 0, 7 e 13 em relação 

ao início da AIMS, nos animais com maior (n = 38)  ou menor (n = 34) ECC, 

independentes da dieta a que estavam submetidos. Houve efeito do ECC, os 

animais com maior ECC apresentaram maiores concentrações de IGF-I no dia 

13 quando comparados aos animais com menor ECC (a,bP < 0,05). 

 



 
 

 

 

 
Figura 10. Concentração (média ± EPM) de IGF-I, nos dias 0, 7 e 13 em 

relação ao início da AIMS, nos animais que estavam submetidos (n = 36) ou 

não (n = 36) à AIMS, independente do ECC. Não houve efeito da dieta (P > 

0,05). 

 



 
 

 

5.4. Desenvolvimento in vitro dos embriões após o descongelamento – 
Taxa de eclosão 
 

Não foi encontrado efeito de interação entre dieta e ECC sobre a taxa de 

eclosão dos embriões em nenhuma das avaliações realizadas durante o cultivo 

in vitro (Tabela 14 e Figura 11) (P > 0,05).  Os embriões produzidos pelo grupo 

de animais com maior ECC, independente da dieta a qual estavam submetidos, 

apresentaram as maiores taxas de eclosão nas avaliações realizadas às 36, 

48, 60, 72, 84 e 96 horas (Tabela 14 e Figura 12) (P < 0,05). Efeito de dieta foi 

observado apenas na avaliação realizada ao final das 96 horas do cultivo in 

vitro. Os embriões produzidos por animais submetidos à dieta de AIMS 

apresentaram maior taxa de eclosão às 96 horas (Tabela 14 e Figura 13) (P < 

0,05).  

 



 
 

 

Tabela 14. Taxas de eclosão (%) dos embriões com 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 

e 96 horas de cultivo pós descongelação, com respectivas médias, coeficiente 

de variação (CV) e probabilidades, produzidos por animais com maior ECC 

submetidos à AIMS (>ECC + AIMS) e à Manutenção (>ECC + M) e por animais 

com menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS) e à Manutenção (<ECC + 

M). 

 >ECC <ECC    P  

 M AIMS M AIMS Média 
CV 

(%) 
ECC DIETA 

D*E

CC 

12h 0 0 0 5,3 1,2 919,2 0,08 0,08 0,08 

24h 13,9 18,2 3,8 13,2 11,8 274,7 0,19 0,33 0,39 

36h 19,4 25 5,8 13,2 15,3 236 0,023 0,47 0,49 

48h 33,3 43,2 17,3 21,1 28,2 159,9 0,004 0,59 0,79 

60h 47,2 59,1 30,8 36,8 42,9 115,6 0,005 0,47 0,65 

72h 47,2 70,5 30,8 39,5 46,5 107,6 0,0008 0,097 0,96 

84h 52,8 72,7 34,6 47,4 51,2 98 0,005 0,086 0,78 

96h 52,8 81,8 38,5 50 55,3 90,2 0,0014 0,013 0,61 



 
 

 

 
Figura 11. Taxa de eclosão (%) dos embriões após a descongelação, avaliada 

às 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas após o início do cultivo in vitro, entre os 

tratamentos: maior ECC submetido à Manutenção (>ECC + Manutenção) e à 

AIMS (>ECC + AIMS) e menor ECC submetido à Manutenção (<ECC + 

Manutenção) e à AIMS (<ECC + AIMS). Não houve efeito de interação entre 

dieta e ECC sobre a taxa de eclosão dos embriões (P > 0,05).  



 
 

 

 
Figura 12. Taxa de eclosão (%) dos embriões após a descongelação, avaliada 

às 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas após o início do cultivo in vitro pós 

descongelação, comparando embriões produzidos por animais com maior ECC 

(>ECC) ou menor ECC (<ECC), independente da dieta. A taxa de eclosão foi 

maior nos embriões provenientes do grupo com maior ECC em relação à dos 

embriões produzidos pelo grupo com menor ECC (*P < 0,05). 



 
 

 

 
Figura 13. Taxa de eclosão (%) dos embriões após a descongelação, avaliada 

às 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas após o início do cultivo in vitro, 

comparando os embriões provenientes de animais submetidos ou não à AIMS, 

independente do ECC. A taxa de eclosão dos embriões provenientes dos 

animais que estavam recebendo AIMS foi maior em relação à dos provenientes 

dos animais que estavam recebendo Manutenção apenas na avaliação 

realizada ao final das 96 horas de cultivo in vitro (*P < 0,05). 

 



 
 

 

5.5. Diâmetro dos embriões durantes o cultivo in vitro 
 

A Tabela 15 mostra o resultado do diâmetro médio (média ± EPM) dos 

embriões, produzidos por animais com maior ou menor ECC, submetidos ou 

não à AIMS, durante cultivo in vitro por até 96 horas após a descongelação. 

Houve efeito do ECC no tamanho dos embriões (P < 0,05). Embriões 

produzidos por animais com maior ECC foram maiores que os produzidos por 

animais com menor ECC (Figura 14 e 15). Não houve efeito da dieta das 

doadoras no tamanho dos embriões (Figura 16) (P > 0,05). 

 



 
 

 

Tabela 15. Diâmetro dos embriões viáveis (µm), produzidos por animais com 

maior ECC submetidos à AIMS (>ECC + AIMS) e à Manutenção (>ECC + M) e 

por animais com menor ECC submetidos à AIMS (<ECC + AIMS) e à 

Manutenção (<ECC + M), nas horas 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 do cultivo in 

vitro após a descongelação (média ± EPM). 

 
>ECC + 

Manutenção 
>ECC+AIMS 

<ECC + 

Manutenção 
<ECC+AIMS P 

24 h 
172,6 ± 3,2a 

(n = 23) 

166,6 ± 5,0a 

(n = 32) 

163,5 ± 2,6a 

(n = 46) 

164,4 ± 3,2a 

(n = 35) 
0,35

36 h 
188,3 ± 7,9a 

(n = 23) 

173,1 ± 6,7ab 

(n = 32) 

165,4 ± 2,8b 

(n = 30) 

170,1 ± 4,5ab 

(n = 33) 
0,02

48 h 
210,5 ± 9,2a 

(n = 16) 

190,2 ± 8,5ac 

(n = 23) 

149,3 ± 6,2b 

(n = 23) 

159,5 ± 6,2c 

(n = 24) 

<0,0
1 

60 h 
205,0 ± 11,7a 

(n = 16) 

211,5 ± 10,6a 

(n = 20) 

193,6 ± 9,0a 

(n = 18) 

189,7 ± 7,4a 

(n = 23) 
0,49

72 h 
177,0 ± 7,1a 

(n = 11) 

196,4 ± 11,4a 

(n = 16) 

205,7 ± 10,5a 

(n = 18) 

194,2 ± 5,6a 

(n = 22) 
0,25

84 h 
176,2 ± 9,9ab 

(n = 9) 

184,2 ± 9,7ab 

(n = 6) 

185,5 ± 11,6a 

(n = 17) 

148,4 ± 6,4b 

(n = 20) 
0,01

96 h 
169,4 ± 10,5ab 

(n = 9) 

202,8 ± 13,1a 

(n = 6) 

152,4 ± 10,0b 

(n = 11) 

156,5 ± 5,8ab 

(n = 15) 

<0,0
1 

a,b,c P < 0,05 



 
 

 

 
Figura 14. Diâmetro médio (µm) dos embriões viáveis produzidos por animais 

com maior ou menor ECC submetidos ou não à AIMS, durante todo o período 

de cultivo in vitro (mensurações realizadas com 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 

horas) após a descongelação (média ± EPM) (P = 0,0001).  



 
 

 

 
Figura 15. Diâmetro médio (µm) dos embriões viáveis produzidos por animais 

com maior ou menor ECC, independente da dieta, durante todo o período de 

cultivo in vitro (mensurações realizadas com 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas) 

após a descongelação (média ± EPM) (P = 0,0001). 



 
 

 

 
Figura 16. Diâmetro médio (µm) dos embriões viáveis produzidos por animais 

submetidos ou não a AIMS, independente do ECC, durante todo o período de 

cultivo in vitro (mensurações realizadas com 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas) 

após a descongelação (média ± EPM) (P = 0,654). 

 



 
 

 

5.6. Expressão gênica dos embriões 
 

A figura 17 mostra alguns amplicons dos genes avaliados nos embriões 

eclodidos durante cultivo in vitro pós-descongelação. Houve efeito do ECC 

apenas para o gene BAX. Os embriões produzidos por animais com maior ECC 

apresentaram maior expressão relativa do gene BAX (Figura 18) quando 

comparados aos produzidos por animais com menor ECC (P = 0,0257). Houve 

efeito da dieta apenas para o gene INTERFERON-τ. Os embriões que foram 

produzidos por animais que receberam AIMS por 14 dias previamente à SOV, 

apresentaram maior expressão relativa do gene INTERFERON-τ (Figura 19) 

quando comparados aos produzidos por animais que permaneceram sob dieta 

de manutenção durante todo o período experimental (P = 0,0236). Não houve 

efeito da dieta, do ECC e da interação dieta e ECC para os demais genes 

avaliados (Figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 

35) (P > 0,05).   

A expressão global (quantidade média de mRNA total para cada 

tratamento) de todos os genes avaliados foi analisada e está apresentada na 

Figura 36. Não houve diferença na expressão global entre os quatro 

tratamentos experimentais (P > 0,05). 

Na análise descritiva da expressão relativa de mRNA para os genes 

BAX e BCL-2, o gene BAX se mostrou mais expresso que o gene BCL-2 nos 

quatro tratamentos experimentais (maior ou menor ECC, submetido ou não à 

AIMS) (Figura 37). 

 



 
 

 

 
Figura 17. Gel de agarose 1,5% mostrando os produtos amplificados pela RT-

PCR, para os genes GAPDH, BAX, BCL-2, IGF-II, IGF-IIR, GRB-10, INFτ em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação produzidos por 

novilhas com maior ou menor ECC, submetidas ou não a AIMS. 1 e 2 = 

Embriões eclodidos do grupo >ECC + AIMS (n = 16); 3 e 4 = Embriões 

eclodidos do grupo >ECC + Manutenção (n = 16); 5 e 6 = Embriões eclodidos 

do grupo <ECC + AIMS (n = 16); 7 e 8 = Embriões eclodidos do grupo <ECC + 

Manutenção (n = 14). 



 
 

 

 
Figura 18. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BAX em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC. a,bDiferença na expressão do gene BAX (P = 0,0257). 



 
 

 

 
Figura 19. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene INF-τ em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós descongelação de novilhas 

submetidas ou não a AIMS. a,bDiferença na expressão do gene INF-τ (P = 

0,0236). 

 



 
 

 

 
Figura 20. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BAX em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC submetidas ou não a AIMS (P > 0,05).  

 



 
 

 

 
Figura 21. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BAX em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas 

submetidas ou não a AIMS (P > 0,05). 
 

 

 

 

 



 
 

 

 

Figura 22. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC submetidas ou não a AIMS (P > 0,05).  



 
 

 

 
Figura 23. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas 

submetidas ou não a AIMS (P > 0,05). 

 



 
 

 

 
Figura 24. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC (P > 0,05). 



 
 

 

 
Figura 25. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene IGF-II em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC submetidas ou não a AIMS (P > 0,05).  



 
 

 

 
Figura 26. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene IGF-II em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas 

submetidas ou não a AIMS (P>0,05). 



 
 

 

 
Figura 27. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em 

embriões de novilhas com maior ou menor ECC (P>0,05). 

 



 
 

 

 
Figura 28. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene IGF-IIR 

em embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC submetidas ou não a AIMS (P > 0,05).  



 
 

 

 

Figura 29. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene IGF-IIR 

em embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas 

submetidas ou não a AIMS (P>0,05). 
 



 
 

 

 

Figura 30. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene IGF-IIR 

em embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC (P > 0,05). 



 
 

 

 
Figura 31. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene GRB-10 

em embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC submetidas ou não a AIMS (P > 0,05).  

 



 
 

 

 
Figura 32. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene GRB-10 

em embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas 

submetidas ou não a AIMS (P > 0,05). 



 
 

 

 
Figura 33. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene GRB-10 

em embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC (P > 0,05). 

 

 



 
 

 

 
Figura 34. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene INF-τ em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC submetidas ou não a AIMS (P > 0,05).  

 



 
 

 

 
Figura 35. Expressão relativa (média ± EPM) de mRNA para o gene INF-τ em 

embriões eclodidos em cultivo in vitro pós-descongelação de novilhas com 

maior ou menor ECC (P > 0,05). 



 
 

 

 

 
Figura 36. Quantificação (média ± EPM) para os genes agrupados (BAX, BCL-

2, IGF-II, IGF-IIR, GRB-10 e INFτ) em embriões eclodidos em cultivo in vitro 

pós descongelação de novilhas com > ou < ECC, submetidas ou não a AIMS. 

Não houve diferença entre os tratamentos (P > 0,05). 



 
 

 

 
Figura 37. Análise descritiva comparando a expresssão relativa de mRNA 
(média ± EPM) para os genes BAX e BCL-2 em embriões eclodidos em cultivo 

in vitro pós descongelação de novilhas com maior ou menr ECC, submetidas 

ou não a AIMS. 

 

Foram feitas análises de correlação entre a expressão relativa de mRNA 

do gene BAX e o tamanho dos embriões, entre a concentração sérica de 

insulina e o tamanho dos embriões, entre a expressão relativa de mRNA do 

gene BAX e a concentração sérica de insulina e entre a taxa de eclosão dos 

embriões após 96 horas de cultivo pós-descongelação e a concentração sérica 

de insulina. Encontrou-se correlação alta e positiva em todas as análises 

realizadas, com valores de r, respectivamente, iguais a 0,93; 0,87; 0,93 e 0,96 

(P < 0,05).  



 
 

 

Tabela 16. Valores de correlação entre concentração sérica de insulina e 

diâmetro dos embriões, entre taxa de eclosão dos embriões após 96 horas de 

cultivo pós-descongelação e concentração sérica de insulina, entre expressão 

relativa de mRNA do gene BAX e concentração sérica de insulina e entre a 

expressão relativa de mRNA do gene BAX e o diâmetro dos embriões 

produzidos por animais com maior ou menor ECC, submetidos ou não à alta 

ingestão de matéria seca por 14 dias antes da superovulação. 

 Concentração sérica de 
insulina (µg/mL) 

Expressão relativa de 
mRNA do gene BAX 

Diâmetro dos 
embriões (µm) r = 0,87 r = 0,93 

Taxa de eclosão dos 
embriões (%) r = 0,96 r = 0,81 

Expressão relativa de 
mRNA do gene BAX r = 0,93 - 

P<0,05 



 
 

 

6. DISCUSSÃO 
 

Os animais iniciaram o experimento com maior ou menor peso e ECC e 

assim se mantiveram durante todo o período experimental, como esperado. 

Mesmo os animais com maior ou menor ECC que foram submetidos à AIMS 

durante 14 dias previamente à SOV não sofreram alterações significativas no 

peso e no ECC (Figura 3 e 4). Realmente, as dietas experimentais foram 

eficientes, de forma que foi possível analisar apenas o efeito do ECC superior e 

inferior, sem a influência de ganho ou perda de peso, durante todo o período 

experimental. 

A idéia inicial do fornecimento de elevadas quantidades de MS em 

determinados momentos dos protocolos de superovulação como alternativa 

para incrementar a produção in vivo de embriões bovinos, foi fundamentada em 

alguns trabalhos que mostraram resultados positivos usando essa estratégia 

(Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002). No entanto, após vasta revisão da 

literatura, incluindo trabalhos recentes e resultados preliminares de 

experimentos desenvolvidos em nosso laboratório observou-se que o alto 

consumo de MS ou energia pode comprometer (Mantovani et al., 1993; Nolan 

et al., 1998; Yaakub et al., 1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; 

Lozano et al., 2003; Adamiak et al., 2005; Mollo et al., 2007) ou simplesmente 

exercer efeito nulo (Freret et al., 2006) no crescimento folicular, na resposta 

superovulatória, na viabilidade ovocitária e na produção e qualidade de 

embriões, em ruminantes. 

No presente trabalho, o ECC dos animais e/ou 14 dias de AIMS 

previamente à SOV apresentaram efeito nulo sobre a função ovariana, quanto 

ao número de folículos recrutados, resposta superestimulatória e 

superovulatória e quanto à produção embrionária. O número de estruturas 

totais coletadas e de embriões viáveis não diferiu entre os quatro tratamentos. 

A maioria dos dados publicados, com efeito positivo ou negativo, baseia-se em 

estudos com fêmeas taurinas (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002; 

Adamiak et al., 2005; Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al., 

1999b; Wrenzycki et al., 2000). Há indícios que taurinos são mais sensíveis a 

essas alterações, logo respondem mais rapidamente às alterações no ECC e 

na dieta. Gutierrez et al. (1997) e Gong et al. (2002) aumentaram o número de 



 
 

 

folículos recrutados de novilhas taurinas com baixo ECC fornecendo AIMS por 

2 e 3 semanas, respectivamente. Negrão et al. (1997), O´Callaghan & Boland 

(1999), Yaakub et al. (1999b) e Wrenzycki et al. (2000) que concluíram que a 

produção de embriões transferíveis aumenta à medida que o consumo 

energético diminui, também trabalharam com taurinos. Em relação aos 

zebuínos, Mollo et al. (2007) observaram que novilhas da raça Nelore 

confinadas e submetidas à restrição alimentar (0,7 x M), por um período de 9 

semanas, apresentaram respostas superestimulatórias e superovulatórias 

maiores do que novilhas submetidas à alta ingestão alimentar (1,7 x M). Além 

disso, o número de embriões coletados também foi superior no grupo de baixa 

ingestão. Segundo Siddiqui et al. (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. Kadokawa et al. 

(2008) avaliaram a relação entre ECC e produção embrionária em novilhas 

taurinas e observaram que os animais com ECC 3,5 produziram menos 

embriões viáveis que os animais com ECC 3,0 e 3,25 (escala de 1 a 5), 

mostrando que, nesta categoria animal, alterações bem menores na condição 

corporal já foram suficientes para alterar a produção embrionária. Neste 

trabalho, com novilhas Nelore, a condição corporal média dos animais com 

menor e maior ECC foi 2,7 e 4,0 (escala de 1 a 5), respectivamente, e a dieta 

de AIMS foi fornecida durante 14 dias prévios à SOV. Essas diferenças entre 

os tratamentos não foram suficientes para alterar a função ovariana e a 

produção embrionária. De fato, apenas no experimento do capítulo 1 foi 

observado efeito negativo da AIMS sobre a produção embrionária. Naquele 

estudo, os animais apresentavam ECC 4,0 (escala de 1 a 5) e a dieta foi 

fornecida por apenas 7 dias prévios à SOV. No entanto, diferente do estudo 

subseqüente em que se uitlizou novilhas zebus, naquele trabalho foram 

utilizadas vacas mestiças, corroborando a hipótese que animais com sangue 

taurino são mais sensíveis a alterações na dieta e no ECC. 

Adamiak et al. (2005) acreditam que o efeito do nível nutricional sobre as 

qualidades ovocitária e embrionária é dependente do ECC inicial da fêmea 

bovina. Alguns autores acreditam que “flushing” nutricional (AIMS) associado a 

um ECC elevado nos animais pode exercer um efeito deletério sobre o 

crescimento folicular, maturação ovocitária e produção de embriões, 



 
 

 

possivelmente devido ao excesso de IGF-I (Webb et al., 2004) e à 

hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005). Eles observaram que os animais 

hiperinsulinêmicos (elevado ECC com alta ingestão) apresentaram menor 

número de folículos totais no ovário e menor número de ovócitos maturados e 

blastocistos produzidos após cultivo in vitro (Adamiak et al., 2005). 

Neste trabalho, os animais com elevado ECC e os animais submetidos à 

AIMS apresentaram maiores concentrações séricas de insulina, sem efeito de 

interação, porém não houve efeito deletério sobre a produção embrionária. De 

fato, apesar de alguns trabalhos mostrarem efeito negativo da hiperinsulinemia 

(Webb et al., 2004, Adamiak et al., 2005), existem outros trabalhos mostrando 

efeito benéfico e essencial da insulina no crescimento embrionário inicial (pré-

implantação) (Augustin et al., 2003 e Mann et al., 2003). Ambos, insulina e IGF-

I, atuam como potentes estimuladores da proliferação de células da granulosa 

e da esteroidogênese em bovinos (Webb et al., 2004). Insulina é um potente 

hormônio anabólico, estimula o transporte de glicose e aminoácidos, estimula 

síntese de RNA, proteína e glicogênio e, além disso, apresenta propriedades 

mitogênicas e anti-apoptóticas (Citado por Augustin et al., 2003). Em relação 

ao desenvolvimento embrionário, ela atua exercendo ação mitogênica e anti-

apoptótica e regulando o transporte de glicose, substrato energético essencial 

para a sobrevivência embrionária, através da expressão do transportador da 

glicose (GLUT). Os autores observaram que a presença da insulina no meio de 

cultivo aumentou as taxas de clivagem e de blastocistos e produziu blastocistos 

com maior número de células e com menor grau de apoptose (Augustin et al., 

2003). Mann et al. (2003) forneceram uma dieta que induziu aumento da razão 

insulina:glucagon para novilhas de corte e encontraram maior proporção de 

blastocistos alongados com tamanho superior a 10 cm, no dia 16, no grupo que 

recebeu a dieta hiperinsulinêmica e é importante ressaltar que a dieta não 

alterou a concentração de progesterona nestes animais. No presente trabalho, 

foi observado que os embriões produzidos por novilhas com elevado ECC, 

independente da dieta, apresentaram maior tamanho e maior taxa de eclosão 

durante o cultivo in vitro após descongelação. Estes resultados apresentaram 

correlação alta e positiva com as concentrações séricas de insulina.  

Quanto à ação anti-apoptótica da insulina, acredita-se que seja via 

expressão de GLUT (tranportador da glicose para dentro das células), menor 



 
 

 

expressão de GLUT aumenta a apoptose em blastocistos (citado por Augustin 

et al., 2003). Os autores descreveram que embriões cultivados em meio com 

presença de insulina apresentaram menor grau de apoptose, avaliado através 

da técnica de TUNEL. No entanto, quando avaliaram o grau de apoptose 

através da expressão de mRNA dos genes BAX, BCL-2 e GLUT não foi 

possível detectar efeito da insulina. Concluíram que os efeitos da insulina não 

estão relacionados à quantidade de mRNA desses genes. Neste trabalho 

houve efeito da condição corporal na expressão de mRNA do gene BAX. Os 

animais com elevado ECC apresentaram maior expressão do gene BAX. No 

entanto, a expressão relativa desse gene apresentou correlação alta e positiva 

com a concentração sérica de insulina e com o tamanho dos embriões, sendo 

este um forte indicativo de que, não necessariamente, uma maior expressão do 

BAX indica qualidade inferior dos embriões. Recentemente, Vandaele et al. 

(2008) mostraram que a expressão de mRNA dos genes BAX, BCL-2 e 

caspase-3 e -7 não devem ser usados como marcadores para apoptose em 

embriões bovinos. Os autores trataram embriões bovinos com “staurosporine”, 

substância indutora de apoptose, e mesmo após o tratamento não foi possível 

detectar diferença na expressão desses genes. Yang e Rajamahendran (2002) 

avaliaram a expressão de mRNA dos genes BAX e BCL-2 em ovócitos e 

embriões bovinos com diferentes graus de qualidade, o BAX apresentou-se 

altamente expresso em todos os tipos de ovócitos e embriões, independente do 

grau de qualidade, já o BCL-2 estava mais expresso nos embriões de boa 

qualidade. Ambos BAX e BCL-2 apresentaram-se altamente expressos em 

ovócitos desnudos.  

Alguns autores defendem a opinião de que a detecção de diferenças na 

expressão de mRNA somente indica uma significância biológica se confirmada 

a expressão e a atividade da proteína (Vandaele et al., 2008). Caso não seja 

confirmada presença e atividade da proteína, a expressão de mRNA pode 

mostrar, apenas, maior atividade celular, ou seja, maior proliferação e 

crescimento e, como consequência dessa maior atividade, mortes de algumas 

células também podem ocorrer. Os resultados deste trabalho reforçam a 

hipótese de que a expressão aumentada do gene BAX pode, simplesmente, 

indicar maior atividade celular e não necessariamente, qualidade inferior dos 

embriões, uma vez que a expressão de mRNA do gene BAX foi maior nos 



 
 

 

embriões produzidos por animais com elevado ECC, sendo que estes também 

apresentaram maior tamanho e maior taxa de eclosão durante o cultivo in vitro 

após descongelação, associados a maiores concentrações séricas de insulina.  

As animais com menor ECC apresentaram maiores concentrações 

séricas de IGF-I no dia 13, do fornecimento da AIMS. Apesar de a insulina ser 

a responsável pela expressão dos receptores hepáticos de GH e de IGF-I 

(Butler et al., 2003), quem realmente determina a síntese e liberação de IGF-I é 

o GH. A ação do GH depende apenas de um nível mínimo de insulina que seja 

capaz de expressar e manter ativos os receptores de GH (Chase et al.; 1998 e 

Bossis et al.; 1999). No entanto, a liberação de GH é controlada, 

principalmente, pela nutrição, através de “feed back” negativo (Chase et al.; 

1998 e Bossis et al.; 1999). Esse mecanismo pode explicar a maior 

concentração sérica de IGF-I nos animais com menor ECC. Provavelmente os 

níveis circulantes de GH estavam mais elevados nestes animais e como estes 

animais não estavam sob restrição alimentar, ou seja, estavam com menor 

ECC mas recebendo dieta de manutenção e/ou AIMS a insulina manteve seus 

níveis fisiológicos. Dessa forma, os níveis de insulina provavelmente estavam 

acima do nível mínimo necessário para manter ativos os receptores de GH e 

associado aos, prováveis, maiores níveis circulantes de GH, foi possível 

estimular a maior liberação de IGF-I nos animais com menor ECC.  

Além disso, deve-se destacar que os menores níveis circulantes de IGF-I 

nos animais com maior ECC podem ter contribuído com a não ocorrência de 

efeitos deletérios da AIMS sobre a produção embrionária nestes animais. Já 

que estes embriões sofreram efeito estimulatório apenas da insulina, não 

havendo o possível excesso estimulatório causado pela associação destes dois 

hormônios. 

A expressão relativa de mRNA para o gene INF-τ foi maior nos embriões 

produzidos por animais que foram submetidos à AIMS (P < 0,05). Porém a 

causa é desconhecida, não se sabe qual alteração causada pela AIMS, 

fornecida durante 14 dias prévios à SOV, poderia refletir na expressão de 

mRNA para o gene INF-τ nos embriões eclodidos após descongelação e cultivo 

in vitro.  

Os demais genes avaliados, GRB-10, IGF-II, IGF-IIR e BCL-2, acredita-

se estarem relacionados à qualidade embrionária, porém neste estudo, não 



 
 

 

houve diferença na expressão em embriões produzidos por doadoras 

submetidas aos diferentes tratamentos. A não detecção de diferenças na 

expressão destes genes pode ser atribuída à grande variação nos níveis de 

expressão nos embriões. No entanto, este é um comportamento comum em 

estudos de expressão gênica, principalmente em embriões, que sabidamente 

têm um metabolismo celular acelerado. Este comportamento tem sido 

observado também em vários outros experimentos do Laboratório de 

Reprodução Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (dados 

não publicados). Além disso, neste trabalho foram utilizados no máximo dois 

embriões para cada uma das repetições, fato que favorece ainda mais a 

variação nos níveis de expressão destes genes. 

 

 



 
 

 

7. CONCLUSÕES  

 

Nas condições do presente estudo, elevado ou baixo escore de 

condição corporal, associado ou não a alta ingestão de matéria seca por 14 

dias previamente à SOV, não alterou a resposta superovulatória e produção 

embrionária nos grupos experimentais, contrariando a hipótese do trabalho em 

que haveria uma melhor resposta em novilhas magras submetidas à AIMS. Por 

outro lado, os embriões produzidos por animais com elevado ECC, 

independente da dieta, mostraram-se melhores após a congelação, a 

descongelação e o cultivo in vitro até eclosão em relação aos demais embriões. 

Eles apresentaram maior tamanho, maior taxa de eclosão, maior expressão de 

mRNA do gene BAX e correlação alta e positiva desses resultados com a 

concentração sérica de insulina. Pode-se sugerir que as possíveis alterações 

metabólicas causadas pela insulina, dentre elas o maior transporte de substrato 

energético para dentro da célula embrionária, deram um maior suporte 

(reservas energéticas) para estes embriões, como consequência, eles foram 

mais criotolerantes e conseguiram se desenvolver melhor após a congelação, a 

descongelação e o cultivo in vitro até a eclosão.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

