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RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da suplementação energética e 

com diferentes fontes de gordura na produção de embriões FIV e no perfil metabólico 

em novilhas nelore. Foram realizados dois experimentos, no primeiro, vinte novilhas 

Nelore (Bos taurus indicus) com idade média de 30 meses, com peso médio de 417,0 

± 42,4 kg foram distribuidas aleatoriamente em 3 tratamentos: T1 (n= 7), animais 

receberam 100%  das exigências  de manutença de energia, calculados conforme 

NRC (1997), T2  onde os animais receberam 170%  das exigências  de manutenção 

de energia (1,7 X M), e T3, onde os animais receberam 170 %  das exigências  de 

manutenção de energia com adição de 200 g de gordura protegida-AGCL 

(Megalac®).  No segundo experimento 12  novilhas Nelore (Bos taurus indicus) com 

idade variando de 14 a 18 meses, com peso médio inicial de 309,6 kg,  foram 

distribuidas em 4 tratamentos, de acordo com peso e população folicular avaliada por 

ultrasonografia:  T1,  animais receberam 100% dos requerimentos de mantença de 

energia, calculados conforme NRC (1997), T2- animais receberam 170% das 

exigências de mantença de energia, T3- idem ao T2, com adição de 4% de óleo de 

soja na MS, e T4- idem ao T2, com adição de 200 g de AGCL (Megalac ®). O período 

de adaptação foi quinze dias, onde os animais receberam feno de capim Brachiaria e 

ração concentrada com 18%PB e 65%NDT. Após a adaptação, iniciaram-se os 

tratamentos, e após uma semana os animais foram sincronizados com implante 

intravaginal, 2mg de benzoato de estradiol e uma dose de PGF2, para obter uma 

ovulaçãoem período próximo. Após a retirada do implante foi inicializada a avaliação 

do desenvolvimento folicular com o uso de ultrasonografia retal. O consumo de MS e 

o ganho de peso foi menor nos grupos de manutenção, não havendo diferença entre 

os animais que receberam 1,7 X energia e a adição de gorduras de diferentes fontes 
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(P>0,05). Não houve diferença nas concentrações plasmáticas de albumina entre os 

grupos estudados (p<0,05). As concentrações médias de colesterol foram maiores 

nos grupos que receberam gordura apenas no Exp 2, independentemente da fonte. 

Assim como a albumina, as concentrações médias de glicose, não variaram (p>0,05) 

entre as diferentes dietas fornecidas. O número de folículos pequenos e médios foi 

aumentado com o aumento de fornecimento de energia e gordura, assim como o 

número de oócitos totais aspirados. A quantidade de embriões e percentagem de 

produção embrionária foi beneficiada com a adição de energia na dieta, não 

apresentando efeito benéfico da adição de gordura. 

 
Palavras chave: desenvolvimento Folicular, Cultivo In Vitro, Gordura, Nutrição x 

Reprodução, Bovino.  
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ABSTRACT 
 

 

Two experiments were carried to evaluate the effect of the energy and fat in the 

metabolic profile, follicular dynamic, oocyte and in vitro embryo production in Nelore 

heifers (Bos taurus indicus). In the first, twenty Nelore heifers with 30 months old, and 

average weight 417,0 ± 42,4 were allocated in 3 treatments, in accordance with 

weight and follicular population evaluated by ultrasound: T1, animals received 100% 

of energy maintenance, calculated as NRC (1997), T2- animals received 170% of 

energy maintenance; T3:  animals received 170% of energy maintenance with 

addition of 200 g Megalac ®.  In the second experiment, 12 Nelore heifers with 14-18 

months and 309,6 kg average weight, were allocated in 3 treatments, in tree periods: 

T1, animals received 100% of energy maintenance, calculated as NRC (1997), T2- 

animals received 170% of energy maintenance; T3:  animals received 170% of energy 

maintenance with addition of 4% soybean oil in Dry Matter and  T4:  animals received 

170% of energy maintenance with addition of 200 g Megalac ®.  After adaptation 

period, the treatment initiated, animals had synchronized ovulation, blood samples 

were collected, and follicular aspiration was carried to evaluate the oocytes and in 

vitro embryo production. Follicular development was monitored daily by 

ultrasonography until day post heat. The consumption of MS and the weight gain were 

lower in group T1 (P< 0.05), in relation to the others treatments. The FSH, LH, and 

albumin concentrations were not different (P > 0.05) among treatments. The 

cholesterol concentrations were higher in the T3 and T4 groups (P< 0.05) only in the 

second experiment. As well as the albumin, the glucose concentrations, did not 

change (P> 0.05) between the different diets. Concentration of plasmatic urea was not 

different (P> 0.05). The number of small follicles (< 4 mm) and medium (4-8 mm) 

increased (P <0.05) with diets that increased energy and fat. Large (> 8mm) follicles 

did not vary (P >0.05) among treatments. The number of aspirated oocytes by OPU 
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was lower in T1 in both experiments. The embryo number at D7, and the percentage 

of embryo development was increased with energy supplementation, with no effects 

of fat addition. These results indicate that short-term increase in nutritional plane can 

affect follicular recruitment, and oocyte production by OPU in Nelore heifers.  

 
Key-words:  Follicular development, In vitro production, fat, nutrition vs reproduction, 
bovine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A nutrição, bem como suas inter-relações quanto ao tipo e 

quantidade de suplemento fornecido apresentam grandes efeitos nos processos 

reprodutivos dos bovinos, porém estes não estão bem elucidados, sobretudo em 

bovinos das raças Bos taurus indicus, especialmente da raça Nelore. Os processos 

de obtenção de oócitos viáveis in vivo têm se constituído em uma valiosa ferramenta 

para o incremento na produção de animais de grande potencial genético pelo uso da 

fertilização in vitro (FIV).   

Bovinos da subespécie Bos taurus indicus têm dado uma significante 

contribuição na pecuária de corte ou de leite em várias regiões tropicais do planeta. 

Dados de desempenho reprodutivo, como taxa de parição, taxa de desmama e índice 

de sobrevivência dos bezerros, têm demonstrado variações quanto ao desempenho 

de animais Bos taurus indicus. No entanto, verifica-se que estes animais são 

superiores em desempenho aos das raças Bos taurus taurus quando eles são criados 

em ambientes tropicais ou subtropicais, onde agentes estressantes, como altas 

temperaturas, umidade, ectoparasitos e forragem de baixa qualidade são maiores 

(BÓ et al., 2003). Embora se constituindo na maioria do rebanho nacional, muitos 

dados sobre a fisiologia reprodutiva, níveis hormonais e certos aspectos relacionados 

com a reprodução de animais Bos taurus indicus, não estão claramente elucidados. 

Enquanto os efeitos da alteração na nutrição por períodos 

prolongados, particularmente a restrição alimentar, sobre o desenvolvimento folicular 

têm sido estudado extensivamente em bovinos, os efeitos da suplementação 

alimentar por curtos períodos têm sido menos compreendidos. É sabido que a 

alimentação com 200% dos requisitos de manutenção por 3 semanas aumenta a 

população de pequenos folículos (< 4 mm) em animais Bos taurus taurus 

(GUTIERREZ et al., 1997). Outros trabalhos demonstraram que a esteroidogênese 

pelas células da granulosa, o desenvolvimento de folículos pré-ovulatórios e a 

maturação dos oócitos são também alterados positivamente como resultado da 
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suplementação de novilhas com oferecimento de 200% das exigências de 

manutenção, em dietas com alta energia disponível (ARMSTRONG et al. (2001) e 

ARMSTRONG et al. (2002)). 

Além da energia, o fornecimento de gorduras na dieta pode elevar a 

concentração energética da mesma e afetar positivamente os parâmetros 

reprodutivos. THOMAS E WILLIANS (1996) observaram que a adição de caroço de 

algodão aumentou as concentrações séricas de GH, insulina, colesterol e IGF-1. 

Neste estudo, a dieta com caroço de algodão (15% de Matéria Seca (MS)) 

proporcionou o consumo de 671 g/dia. Com base na estimativa de liberação de ácido 

linoléico no intestino delgado, que não passa pela biohidrogenação no rúmen, pode 

ser absorvido até 168 g desse ácido (STAPLES et al., 1998). THOMAS et al. (1997) 

encontraram também um aumento na taxa de crescimento folicular em resposta a 

suplementação de óleo de soja (4% da MS) em vacas de leite. 

Os efeitos do fornecimento de gordura sobre a população folicular 

têm sido observados para gado de leite e de corte em todos os estágios da lactação. 

Quando o milho foi substituído por gordura inerte ao nível de 2,2% da MS total, ao 

mesmo tempo em que a densidade energética da dieta foi mantida constante, 

observou-se um aumento no número de folículos médios antes do 25º dia após o 

parto (LUCY et al., 1991). No 25º dia, o ciclo estral foi sincronizado e o número de 

folículos pequenos e grandes aumentou no grupo de vacas cujas dietas foram 

suplementadas com gordura. Outros autores (BEAM e BUTLER, 1998; BEAM e 

BUTLER, 1999) observaram efeitos similares da suplementação de gordura sobre a 

população folicular de vacas de leite. 

A concentração de progesterona (P4) antes e depois da IA tem sido 

associada com o aumento da fertilidade de vacas de leite e de corte. A adição de 

gordura às dietas de vacas de leite e de corte aumenta a concentração de P4 no 

plasma, o que pode ser benéfico para a fertilização e para a sobrevivência do 

embrião, o que é imprescindível em processo de transferência de embriões (TE) 

(SANTOS E AMSTALDEN, 1998). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos deste trabalho foram:  

 - Avaliar os efeitos da suplementação nutricional com níveis 

elevados em relação aos requisitos de manutenção de energia para novilhas Nelore 

(Bos taurus indicus) sobre o desenvolvimento folicular, perfil metabólico e produção 

de oócitos e embriões in vitro. 

- Avaliar os efeitos da adição de diferentes fontes de gordura sobre o 

desenvolvimento folicular, concentração hormonal e produção  de oócitos e embriões 

in vitro em novilhas Nelore (Bos taurus indicus). 
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3.  REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Dinâmica folicular em Bos taurus indicus 

 

Cada onda de crescimento folicular em bovinos envolve um processo 

de recrutamento, seleção e dominancia, onde um grande folículo cresce até um 

tamanho pré-ovulatório e outros folículos começam a regredir alguns dias antes do 

maior folículo atingir seu tamanho máximo. A avaliação ultrasonográfica diária dos 

folículos individualmente confirma estas afirmações e promove uma interpretação 

mais acurada deste processo (SIROIS & FORTUNE, 1988; KNOPF et al., 1989). Em 

vários rebanhos, foi encontrada uma predominância de duas a três ondas de 

crescimento folicular durante o ciclo estral. Cada onda é caracterizada pela 

emergência de um grupo de folículos de 4 mm, crescimento de todos os folículos por 

poucos dias, e a divergência de um grande folículo que continua a crescer e 

pequenos folículos que regridem.   

Em geral, as características de crescimento e dominância folicular 

são similares em animais Bos taurus indicus e em Bos taurus taurus, com exceção 

que os primeiros apresentam menores diâmetros máximos dos folículos dominantes 

(10-12 mm) e do corpo lúteo (CL) (17-21 mm) (BÓ et al., 1993 a,b; FIGUEIREDO et 

al., 1997; RHODES et al., 1995 ) quando em comparação com Bos taurus taurus (14-

20 mm e 20-30 mm, respectivamente) (GINTHER et al.,1989; KASTELIC et al., 1990; 

BO et al., 1993b). Essas diferenças têm importantes aplicações práticas, pois a 

identificação do  CL torna-se mais difícil  em animais Bos taurus indicus. Estudos 

também têm demonstrado que as concentrações de progesterona são menores em  

Bos taurus indicus que em Bos taurus taurus de corte. Uma das maiores diferenças 

entre animais B. taurus e Bos taurus indicus nestes estudos foi a alta incidência de 

quatro ondas de crescimento folicular nos Bos taurus indicus (4/25 - 16%), 

comparado com Bos taurus taurus (0/17). Quatro ondas de crescimento folicular 

também têm sido relatadas em novilhas Brahman (8/117 - 6,8%) (RHODES et al., 
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1995) e em vacas (3/32 - 9,3%) (ZEITOUN et al., 1996), e em vacas Gir (4/15 - 

26,7%) (VIANA et al., 1998). Contrariamente, em um estudo de FIGUEIREDO et al. 

(1997) com novilhas Nelore, esse número foi reduzido (1/17 - 5,8%). 

Em relação à população folicular, têm sido reportado que os ovários 

de novilhas Bos taurus indicus apresentam maior quantidade de folículos menores 

que 5 mm de diâmetro do que novilhas Bos taurus taurus (SEGERSON et al., 1994). 

Também há evidências que os sistemas ovarianos de insulina e de fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF) de animais Bos taurus indicus  diferem dos 

animais Bos taurus taurus, como observado por BURATINI et al. (2000), onde o 

tratamento com somatotropina recombinante bovina (bST) aumentou as 

concentrações plasmáticas de IGF-1 e o número de pequenos folículos (<5 mm). 

Fato similar foi observado em Bos taurus taurus (GONG et al., 1991), porém com 

uma taxa de incremento do número de folículos menor que o observado em Bos 

taurus indicus, sugerindo que o sistema ovariano de IGF-1 pode diferir entre animais 

Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. Também foi observado que vacas Brahman 

apresentam maiores concentrações plasmáticas de IGF-1 (SIMPSON et al., 1994, 

ALVAREZ et al., 2000) e menores concentrações plasmáticas de FSH que vacas 

Angus, sugerindo que o maior número de folículos em vacas Brahman, mesmo com 

menores concentrações de FSH, possa ser devido as altas concentrações de IGF-1. 

Além disso, elevadas concentrações de IGF-1 e menores concentrações de FSH 

resultam em folículos dominantes menos persistentes, o que resulta em um maior 

número de ondas foliculares durante um ciclo estral, traduzindo-se em uma maior 

incidência de ciclos estrais com quatro ondas (ALVAREZ et al., 2000). Tal diferença 

pode também explicar  o porquê Bos taurus indicus são tão sensíveis às dosagens 

aplicadas de FSH comumente usadas para superovulação de animais Bos taurus 

taurus (BARROS e NOGUEIRA, 2001). 
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3.2. Efeitos da nutrição sobre o desenvolvimento folicular e 
produção de embriões 

 

Em fêmeas bovinas, acredita-se que o maior determinante do 

sucesso reprodutivo é o processo fisiológico onde as gonadotrofinas (FSH e LH) 

secretadas pela glândula hipófise irão agir sobre receptores específicos no ovário 

para estimular o desenvolvimento folicular e produzir um oócito maturo e 

competente (DRIANCOURT, 2001). Vários estudos mais antigos investigaram a 

hipótese de que a nutrição e sinais metabólicos relacionados influenciam a função 

ovariana por alterarem o eixo hipotalâmico-hipofisário a modularem a secreção de 

gonadotrofinas. Esses estudos não demonstraram uma relação consistente entre a 

nutrição e a secreção de gonadotrofinas em bovinos, como observado por 

RHODES et al. (1996), que não encontraram alterações nas concentrações 

circulantes de FSH em novilhas durante e após o anestro induzido por um longo 

período de restrição na ingestão de matéria seca, e por GUTIERREZ et al. (1997), 

onde a suplementação com 200%  das exigências  de manutenção por 3 semanas 

também não produziu alterações nas concentrações destes hormônios. Enquanto 

mudanças severas e prolongadas na nutrição podem alterar a secreção de LH em 

bovinos, alterações por curtos períodos parecem não afetar a secreção pulsátil de 

LH e FSH em bovinos (BOLAND et al., 2001). 

A restrição alimentar em novilhas pode afetar adversamente 

parâmetros morfológicos e funcionais do desenvolvimento folicular, como tamanho, 

taxa de crescimento e atividade esteroidogênica do folículo dominante (BEAM & 

BUTLER, 1999; RHODES et al.,1996). Inversamente, a prática de �flushing� (aumento 

da ingestão de energia por curtos períodos) têm sido responsável por melhorar o 

desenvolvimento do folículo ovariano e diminuir a percentagem de folículos atrésicos 

nos ovários (MAURASSE et al., 1985). Entretanto, alguns autores não têm 

encontrado aumento na população folicular ou melhoras na resposta de produção de 

embriões quando novilhas e vacas foram suplementadas com níveis aumentados de 

energia na dieta (BASTOS et al., 2007 a; BASTOS et al., 2007 b)  
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Já NOLAN et al. (1998) demonstraram em  seu trabalho, que a 

restrição alimentar  com suplementação de dieta contendo 9,6 MCal/kg/cab/dia de 

EM (2,18 Kg NDT) contribuiu para o aumento das concentrações circulantes de 

Progesterona (P4) em novilhas taurinas em relação aos animais que receberam 

alimentação ad libitum. Tais resultados devem-se,  provavelmente, ao aumento do 

fluxo sanguíneo pelo fígado quando do aumento da ingestão de alimentos, o que 

resulta na maior metabolização hepática da P4 pelo fígado. No mesmo trabalho 

também foi encontrado que animais recebendo uma dieta restrita apresentaram 

aumento no número de folículos após a administração de 600 UI de pFSH, sem no 

entanto apresentar diferenças nas taxas de cultivo e de blastocisto  quando 

comparadas aos animais que receberam dietas ad libitum. 

Estudos mais recentes têm testado a hipótese que hormônios 

relacionados com a reprodução exercem suas funções diretamente nos ovários. Em 

bovinos, tratamentos com bST aumentam significativamente a população de 

pequenos folículos (<4 mm). Este aumento está relacionado com aumento nas 

concentrações de insulina e IGF-1. Nestes estudos, as concentrações plasmáticas de 

insulina foram positivamente correlacionadas com a energia da dieta e foi proposto 

que este hormônio é um fator chave que modula os efeitos da nutrição sobre a 

função ovariana. Tal fator é explicado pelas observações que as células da granulosa 

do folículo bovino são dependentes de concentrações fisiológicas de insulina 

(HOLTORF et al., 1989; GUTIERREZ et al., 1997; GLISTER et al., 2001) e que a 

infusão de insulina em novilhas de corte aumenta o diâmetro de folículos dominantes 

(SIMPSON et al., 1994).  BEAM E BUTLER (1997) observaram que falhas na 

ovulação durante a primeira onda folicular em vacas foram associadas à baixas 

concentrações de insulina, sugerindo que a baixa fertilidade pode estar associada à 

este hormônio. Os receptores de insulina são largamente distribuídos no ovário e 

existe a evidência in vitro e, indiretamente, in vivo, para um efeito estimulatório da 

insulina sobre a esteroidogênese ovariana.  

Assim como a insulina, o IGF-1 é um potente estimulador da 

secreção de P4 pelo corpo lúteo (CL) (SPICER & ECHTERNKAMP, 1995; MAMLUK 
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et al., 1999). Ambos hormônios atuam juntamente com as gonadotrofinas para 

aumentar a proliferação celular e a esteroidogênese pelas células da granulosa e da 

teca  (SPICER  e ECHTERNKAMP, 1995). 

As concentrações plasmáticas de Insulina e IGF-1 diminuem quando 

as dietas deficientes levam os animais ao anestro, mas ao contrário da insulina, que 

tem ação sistêmica e é levada aos ovários pelo sangue, IGF-1 também é produzida 

localmente no ovário, e suas concentrações no fluido folicular não são afetadas pelo 

estado nutricional (SPICER et al., 1992). Portanto, as concentrações de insulina 

estão mais relacionadas a atuarem como um �sinal� nutricional para os centro 

hipotalâmicos que regulam a secreção de GnRH e a ciclicidade  (MILLER et al., 

1995). 

Existem  várias formas de elevar os níveis circulantes de insulina, 

dentre elas,  as dietas que promovem o aumento da produção de propionato no 

rúmen podem ser eficazes, mas podem diminuir o apetite dos animais 

(FARNINGHAM & WHYTE, 1993). O fornecimento de gordura para vacas Brahman 

resultou em maiores níveis circulantes de insulina  (THOMAS et al., 1997), mas 

elevou também a produção de leite em vacas Holandesas (BEAM & BUTLER, 1997),  

interferindo negativamente no balanço energético dos animais. A suplementação com 

altos níveis de proteína para ruminantes está associada com o aumento dos níveis 

circulantes de insulina em vários estudos (BASSETT et al., 1971), e conforme 

observado por LANDAU et al. (1996), altera a foliculogênese dos animais já aos cinco 

dias após o início da suplementação. Também a infusão de aminoácidos de cadeia 

ramificada, como a leucina, ou a inclusão de alimentos ricos em leucina na dieta 

aumenta as concentrações plasmáticas de insulina (LANDAU et al., 1996).  

Uma grande variedade de dietas tem mostrado afetar não somente o 

crescimento folicular, mas também a qualidade do oócito (ARMSTRONG et al., 2001; 

BOLAND et al., 2001). Mudanças na ingestão de energia são capazes de influenciar 

negativamente a morfologia e a competência de oócitos.  O aumento da ingestão de 

Proteína Degradável  no Rúmen (PDR) produz um aumento da concentração de 

amônia no fluido folicular, porem diminui as concentrações plasmáticas de insulina 
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(SINCLAIR et al., 2001). Essas alterações foram associadas com mudanças no 

padrão de crescimento folicular e redução na taxa de clivagem e de blastocisto in 

vitro.  Embora estas mudanças alterem as taxas de produção  in vitro, o mesmo não 

tem ocorrido com embriões in vivo, e melhoras no desenvolvimento embrionário 

precoce têm sido demonstradas em novilhas suplementadas com uma taxa 

aumentada de insulina em relação ao glucagon (MANN et al. 2003).  

O sistema ovariano do IGF pode ser influenciado pela dieta, e tem o 

potencial de interagir diretamente com o oócito através do receptor Tipo I 

(ARMSTRONG et al., 2001, 2002). Os folículos pequenos de novilhas alimentadas 

com grandes quantidades de energia tem menores níveis de  mRNA para IGFBP-2 e 

4 (ARMSTRONG et al., 2001), o que regula a biodisponibilidade de IGF. 

Provavelmente este é o fator crítico que controla a capacidade de desenvolvimento 

do oócito (ARMSTRONG et al., 2002).  Certamente a superestimulação pelo IGF, e 

possivelmente pela insulina, podem ter efeitos negativos no desenvolvimento do 

oócito. Alguns estudos têm demonstrado que as concentrações de IGF-1 são ótimas 

para o crescimento de folículos in vitro, mas podem ter efeitos negativos na 

maturação oocitária (MCCAFFERY et al., 2000). Estes dados sugerem que 

mudancas induzidas pela nutrição nos níveis circulantes de insulina e IGF-1 e no 

sistema ovariano de IGF-1 são importantes para o recrutamento folicular, no entanto, 

estas mudancas podem ter efeitos negativos na qualidade do oócito presente no 

folículo em crescimento, dependendo dos níveis sanguíneos de insulina e do ECC 

dos animais (ADAMIAK et al., 2005). 

Trabalhando com ovelhas MCEVOY et al. (1995) e LOZANO (2003) 

observaram uma menor viabilidade ovocitária ou uma produção in vitro menor de 

embriões viáveis nos animais recebendo dietas acima dos níveis de manutenção em 

relação àqueles com dietas abaixo da manutenção. 

Em trabalho onde foi avaliada a produção in vitro de embriões em 

grupos de novilhas taurinas recebendo dietas com alta ou baixa quantidade de 

energia, NOLAN et al. (1998), encontrou maior quantidade de folículos aspirados nas 

dietas com alta energia, porém com menores taxas de clivagem e de blastocistos. Em 
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outro estudo, novilhas taurinas  alimentadas por um curto período de tempo com feno 

tiveram mais oócitos fecundados comparadas às demais recebendo silagem, sem 

diferenças, entretanto na produção in vitro de embriões (YAAKUB et al., 1999) 

ADAMIAK et al. (2005) observaram que o fornecimento de dietas 

com 200% dos requerimentos de mantença associado a um ECC alto em bovinos, foi 

prejudicial à qualidade oocitária e produção in vitro de embriões, porém a alta 

ingestão alimentar em novilhas com baixo ECC apresentou efeito positivo no 

desenvolvimento embrionário até o estágio de blastocisto. Os autores sugerem que o 

�flushing�nutricional associado ao alto ECC nos animais possa exercer um efeito 

deletério sobre a maturação oocitária e produção de embriões, possivelmente devido 

à hiperinsulinemia observada neste grupo de novilhas (BASTOS et al., 2007 ab). Já 

FRERET et al. (2006) encontraram efeitos prejudiciais do alto ganho de peso em 

novilhas holandesas na produção in vitro de embriões  comparadas a novilhas com 

baixo ganho de peso, valendo ressaltar que estes animais apresentavam balanço 

energético positivo, e moderado ECC.  

 

 

3.3. Adição de gordura dietética 
 

A gordura suplementar pode aumentar a concentração de energia da 

dieta e o status energéticos dos bovinos, melhorando desta forma a fertilidade. No 

entanto, os ácidos graxos (AGs) também parecem afetar os processos reprodutivos 

de maneira que não estão relacionadas à energia. Como exemplo, a maior 

disponibilidade de precursores dos ácidos graxos permite maior secreção de 

esteróides e eicosanóides, que podem alterar a função uterina e ovariana. Nas 

células, os ácidos graxos podem ter efeitos diretos na transcrição dos genes que 

codificam proteínas essenciais para os eventos reprodutivos, afetando ainda a 

estrutura da membrana celular. 

Gorduras de origem vegetal e animal contém os AGs  insaturados 

palmítico, oléico, linoléico e linolênico. O AG mais freqüente em sementes de 
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oleaginosas é o ácido linoléico (C18:2), já em forragens há a predominância do ácido 

linolênico (C18:3). Os AGs derivados de óleos vegetais parecem ter maior impacto 

sobre o desempenho reprodutivo. Das diversas fontes as mais comuns incluem: 

semente ou óleo de girassol, semente de cártamo, caroço de algodão, farelo de 

arroz, e grão de soja (FUNSTON, 2004). 

Existem evidências de que a suplementação com gorduras altera o 

clearance de progesterona. GARCIA-BOJALIL et al. (1998) verificaram que a 

suplementação de vacas de leite em lactação com sais de Ca de ácidos graxos de 

cadeia longa duplicou o número de corpos lúteos, reduzindo o tempo da primeira 

elevação de P4, duplicou o número de fases lúteas normais e aumentou as 

concentrações plasmáticas de P4, elevando também as taxas de prenhez de 52,3 

para 86,4%, com aumento do tamanho dos corpos lúteos. Em outro estudo, onde 

células da granulosa foram coletadas de vacas suplementadas com gordura, estas 

apresentaram maiores secreções de P4 e androstenediona (WEHRMAN, 1991). 

No entanto, existem evidências de que apenas ácidos graxos 

saturados ou monoinsaturados melhoram as concentrações de P4 circulante. A 

incubação de células lúteas dispersas de bovinos com PUFAs diminuiu a secreção de 

P4 (HINCKLEY et al., 1996). Em outro estudo, as mesmas dietas  reduziram a 

progesterona plasmática, particularmente no início da fase lútea (ROBINSON, et al., 

2001). 

HOMA E BROWN (1992) estudaram a composição do fluido folicular 

de folículos em desenvolvimento, em relação à quantidade de ácidos graxos. O ácido 

linoléico foi o principal ácido graxo encontrado, constituindo um terço dos 

encontrados. O ácido oléico representava 19%  dos ácidos graxos totais em folículos 

pequenos e 17% em folículos grandes. Os ácidos graxos saturados representavam 

menos de 30% dos ácidos graxos totais no fluido folicular. A proporção de ácido 

linoléico foi significativamente menor no fluido folicular de folículos grandes ( 31% dos 

ácidos graxos totais) do que de folículos pequenos (35% dos ácidos graxos totais). 

Houve correlação inversa entre o diâmetro do folículo e a proporção de ácido linoléico 

no fluido folicular.  
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ADAMIAK et al. (2006) compararam a composição de AGs 

plasmáticos com a de células da granulosa (CGs) e de complexos cumulus-oócito 

(COCs) em novilhas suplementadas com 0 ou 6% de sais de cálcio e óleo de palma. 

Altos níveis de AGs na dieta reduziram o número de blastocistos em novilhas com 

escore de condição corporal (ECC) baixa, mas não no ECC moderado. As alterações 

induzidas pela dieta no conteúdo de AGs no plasma foram menos aparentes nas CGs 

do que nos CCOs. Ainda que os lipídeos da dieta aumentassem o teor de AGs nos 

COCs, a captação seletiva de AGs saturados, assegurou que a composição  dos 

COCs não fosse influenciada pela dieta. Contudo, a concentração de AGs saturados 

dentro dos COCs foi elevada, e aumentos posteriores no teor de AGs podem ter 

comprometido o desenvolvimento pós-fertilização. 

FOULADI-NASHTA et al. (2007) estudaram os efeitos dos AGs da 

dieta sobre a qualidade do oócito em vacas leiteiras em lactação, que foram 

alimentadas com dietas contendo níveis altos (0,8 kg/d) ou baixos (0,2 kg/d) de sais 

de cálcio de óleo de palma, e os oócitos foram coletados por OPU. Durante o cultivo 

in vitro, uma maior proporção de oócitos fertilizados do grupo tratado com alto teor de 

gordura desenvolveu-se até o estádio de blastocisto. Os mesmos autores 

compararam também os sais de cálcio de óleo de palma com gorduras protegidas na 

forma de soja (ricas em ácido linoléico) ou linhaça ( ricas em ácido linolênico). Foram 

encontradas diferenças nos perfis de AGs do soro e do leite, que estavam 

diretamente relacionados  com os perfis de AGs da dieta. A taxa de clivagem e a 

qualidade dos oócitos foram menores nas vacas que receberam gorduras com altos 

teores de ácido linoléico ou linolênico. Não se sabe se estes efeitos são devido às 

diferenças na estrutura da membrana do oócito, status oxidativo ou AGs como fonte 

de energia.  

Os efeitos do fornecimento de gordura sobre a população folicular 

têm sido observados para gado de leite e de corte em todos os estágios da lactação. 

Quando o milho foi substituído por gordura inerte ao nível de 2,2% da MS total, ao 

mesmo tempo em que a densidade energética da dieta foi mantida constante, 

observou-se um aumento no número de folículos médios antes do 25º dia após o 
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parto (LUCY et al., 1991). No 25º dia, o ciclo estral foi sincronizado e o número de 

folículos pequenos e grandes aumentou no grupo de vacas cujas dietas foram 

suplementadas com gordura. Outros autores (BEAM E BUTLER, 1998; BEAM E 

BUTLER, 1997) observaram efeitos similares da suplementação de gordura sobre a 

população folicular de vacas de leite. 

THOMAS et al.(1997) observaram que a adição de caroço de 

algodão aumentou  as concentrações séricas de GH, insulina, colesterol e IGF-1. No 

presente estudo, a dieta com caroço de algodão (15% MS) proporcionou o consumo 

de 671 g/dia. Com base na estimativa de liberação de ácido linoléico no intestino 

delgado, que não passa pela biohidrogenação no rúmen, pode ser absorvido até 168 

g desse ácido (STAPLES et al., 1998). THOMAS E  WILLIANS (1996) encontraram 

também um aumento na taxa de crescimento folicular  em resposta a suplementação 

de óleo de soja (4% da MS) em vacas de leite. 

Efeitos similares da suplementação com gordura sobre o número e o 

tamanho dos folículos ovarianos têm sido observados em vacas de corte pós-parto, 

embora alguns resultados sejam contraditórios. A adição de gordura à dieta 

aumentou o número de folículos de todas as classes de tamanho em vacas no pós-

parto (THOMAS E WILLIAMS, 1996). Um aumento no número de folículos menores 

pode refletir em uma seleção maior de estruturas disponíveis para desenvolvimento 

posterior. Um número maior de folículos pode indicar um processo de seleção 

folicular alterado e maior disponibilidade de estruturas para ovular ou disponíveis 

para aspiração folicular (OPU). 

O colesterol é a substância precursora para a síntese de 

progesterona pelos tecidos esteroidogênicos, e a HDL e a LDL fornecem colesterol 

aos tecidos ovarianos para a síntese de hormônios esteróides (GRUMMER E 

CARROLL, 1991; GRUMMER E CARROLL, 1988). A hipercolesterolemia pode 

aumentar a concentração plasmática de progesterona em bovinos. Entretanto, o 

mecanismo parece estar associado com a taxa de metabolização de progesterona, e 

não com a sua síntese pelo CL (HAWKINS et al., 1995). 
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Aumentos na fertilidade do rebanho têm sido associados com uma 

concentração mais alta de progesterona durante as fases luteais anterior e posterior 

à inseminação (BRITT et al., 1996; GRUMMER E CARROLL, 1991). Tem sido 

demonstrado que a adição de gordura às dietas de vacas de leite e de corte aumenta 

as quantidades de colesterol no plasma, e a concentração de colesterol nos fluidos 

corporal e folicular e no CL (STAPLES et al., 1998; RYAN et al., 1992; GRUMMER E 

CARROLL, 1991). O aumento nas concentrações de colesterol plasmático em 

bovinos deve-se principalmente ao aumento do nível de lipoproteínas de alta 

densidade (HDL)  (HAWKINS et al., 1995), sendo esta a única lipoproteína com 

acesso  ao compartimento intrafolicular, independentemente da espécie.  

GRUMMER E CARROLL (1991) revisaram diversos estudos nos 

quais lipídeos foram acrescentados à dieta de vacas de leite. Eles observaram que, 

em todos eles, as concentrações de colesterol no plasma foram consistentemente 

elevadas nas dietas com suplementação com gordura, em relação às dietas controle. 

Utilizando dados com gado de leite e de corte (SANTOS E AMSTALDEN, 1998), 

foram observados resultados similares aos descritos por aqueles autores. 

Como o colesterol circulante é o substrato primário para a síntese de 

P4 em mamíferos, a adição de gordura poderia propiciar um aumento na síntese de 

P4, e elevar a progesterona plasmática. Este efeito tem sido observado tanto para 

vacas de leite como de corte. A concentração de progesterona no fluido folicular e no 

tecido luteal aumentou, conforme demonstrado em alguns estudos (RYAN et al., 

1995; RYAN et al., 1992), mas não em todos (LAMMOGLIA et al., 1997) quando 

gordura foi adicionada à dieta. 

HAWKINS et al. (1995) sugeriram que o aumento na concentração 

de progesterona plasmática em vacas alimentadas com gordura não é devido ao 

aumento na sua síntese, mas sim devido a uma menor taxa de metabolização. Estes 

resultados podem explicar a razão pela quais vacas de leite e de corte têm maiores 

níveis de progesterona no plasma, sem efeito no número ou no tamanho (área) do 

CL, quando elas são alimentadas com dietas contendo gordura (GARCIA-BOJALIL et 
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al., 1998; LAMMOGLIA et al., 1997; THOMAS E WILLIAMS, 1996; RYAN et al., 

1995). 

A concentração de progesterona antes e depois da IA tem sido 

associada com o aumento da fertilidade de vacas de leite e de corte. A recuperação 

de embriões 7 dias após o cio em vacas de leite em lactação aumentou à medida que 

a concentração de progesterona no plasma aumentou durante a fase luteal do ciclo 

anterior (BRITT et al., 1996). Entretanto, a suplementação com gordura na dieta de 

vacas de corte não afetou a taxa de fertilização nem a recuperação de embriões após 

a superovulação (RYAN et al., 1992). 

 
 

3.4. Metabólitos Sanguíneos 
 

A quantificação de metabólitos sanguíneos é uma ferramenta para 

avaliação do estado de deficiências nutricionais e anormalidades que podem estar 

ligadas com a infertilidade bovina (ROWLANDS et al.,1980). Vários estudos têm sido 

realizados com o intuito de verificar as relações e efeitos de metabólitos sanguíneos 

nos parâmentros reprodutivos, entre eles glicose, uréia, colesterol, albumina e 

insulina, mas os resultados são contraditórios. Uréia e glicose podem ser usados 

para monitorar a ingestão de alimentos protéicos e energéticos, segundo 

ROWLANDS et al. (1980). RUAS et al. (2000) não observaram relação dos níveis 

plasmáticos de colesterol com a fertilidade, enquanto que KAPPEL et al. (1984) a 

encontraram. RUTTER & MANNS (1987) relacionaram a hipoglicemia com a 

depressão da função reprodutiva, enquanto que BLOWEY et al. (1973) e 

ROWLANDS et al. (1980) não encontraram correlação de níveis plasmáticos de 

glicose com a fertilidade. RICHARDS et al. (1989) e VIZCARRA et al. (1998) 

associaram concentrações reduzidas tanto de glicose como de insulina com anestro 

nutricional. Vários autores  têm observado que baixas concentrações de albumina ou 

a inabilidade para manter seus níveis estáveis no pós-parto atrapalham a função 

reprodutiva (CARROLL et al., 1988).  
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3.5.  Produçao in vitro de embriões  

 

Por mais de uma década, têm sido produzidos bezerros através da 

maturação (MIV), fecundação (FIV) e cultivo in vitro (CIV), entretanto a proporção de 

oócitos que se desenvolvem até o estágio de blastocisto  não tem aumentado (FARIN 

et al., 2001).  Muita atenção têm sido dada ao ambiente de desenvolvimento in vitro, 

no  entanto, a inabilidade em aumentar a produção in vitro de embriões pode ser 

resultado de uma inerente competência dos oócitos colhidos de pequenos folículos 

(2-6 mm de diâmetro). A maioria dos COCs obtidos de  folículos de 2-6 mm 

conseguem completar a maturação nuclear in vitro, mas muitos não são capazes de 

produzir blastocistos (BRACKET &  ZUELKE, 1993). A competência oocitária, 

definida como a habilidade de um oócito desenvolver-se até o estádio de blastocisto 

em cultivo in vitro, têm sido examinada em relação ao diâmetro folicular em bovinos 

(PAVLOK et al., 1992; DODE et al., 2000 ), e o diâmetro folicular têm sido usado 

como o principal método para selecionar COCs para a produção in vitro. No entanto, 

folículos de mesmo diâmetro podem estar em fases fisiológicas distintas, desde a 

fase de crescimento até a fase de atresia, dependendo do estágio de 

desenvolvimento da onda folicular no momento da aspiração folicular. Alguns estudos 

são controversos quando da indicação do melhor momento para obtenção de oócitos 

competentes para a produção in vitro de embriões. 

DODE et al. (2000) não observaram diferenças nas taxas de 

maturação nuclear e clivagem em oócitos obtidos de vacas zebuínas, em relação ao 

diâmetro folicular (1-9mm), sugerindo que a competência para maturação em 

zebuínos é adquirida mais cedo ou com tamanho menor de folículo do que em 

taurinos. 

Em estudo com animais Bos taurus taurus, VASSENA et al. (2003)  

encontraram diferenças na taxa de produção de blastocisto a partir de oócitos obtidos 

em diferentes dias de crescimento folicular. Os oócitos coletados a partir de folículos 
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com 5 dias após o início de crescimento de uma onda folicular, apresentaram taxa de 

produção de blastocisto de 23%, superior aos coletados nos dias 2, 3 e 7 que 

apresentaram taxas de 12, 13 e 16%, respectivamente. Estes dados sugerem que os 

oócitos contidos em folículos subordinados de 5 dias de crescimento encontravam-se 

no início da fase de atresia, e que a atresia inicial é benéfica a competência oocitária, 

embora as razões não sejam bem conhecidas. Já MACHATKOVA et al. (2004) 

avaliando a recuperação e as taxas de produção de blastocisto a partir de oócitos de 

diferentes classes de tamanho em duas fases de crescimento (3 e 7 dias após início 

de onda folicular), não encontraram diferenças nas taxas de produção de oócitos, e 

as melhores taxas de produção de blastocistos a partir de oócitos e o número médio 

de embriões por doadora foram maiores na fase de crescimento (dia 3) do que na 

fase de dominância (dia 7), com valores de 30,3 e 14,9% para taxa de produção de 

blastocisto, e 8 e 3,8 para número de embriões, respectivamente. HENDRIKSEN et 

al. (2004) encontraram melhores taxas de produção de blastocistos quando os 

oócitos foram aspirados no dia 2 (27%) e no dia 5 (29%), em comparação com o dia 

8 (15%) a partir do início do crescimento de uma nova onda folicular, o que sugere 

um efeito negativo do folículo dominante sobre a competência oocitária. 
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4. MATERIAL E METODOS  

 

4.1. Animais e tratamentos  

 
Experimento 1 � Efeito da suplementação energética e com 

Megalac sobre o perfil metabólico, desenvolvimento folicular e produção de 

oócitos  e embriões  em novilhas Nelore 

 

Vinte novilhas Nelore (Bos taurus indicus) com idade média de 30 

meses, com peso médio de 417,0 ± 42,4 kg foram distribuidas aleatoriamente em 3 

tratamentos, de acordo com o peso e a população folicular avaliada por 

ultrasonografia: T1 (n= 7), cujos animais receberam 100%  das exigências  de 

manutença de energia (MANT), calculados conforme NRC (1997), T2 (n= 6), onde os 

animais receberam 170%  das exigências  de manutenção de energia (1,7 X M), 

conforme NRC, e T3 (n= 7), onde os animais receberam 170 %  das exigências  de 

manutenção de energia (1,7X M), conforme NRC, com adição de 200 g de gordura 

protegida (Megalac®) (MEGA).  O período de adaptação das dietas foi de 14 dias, 

onde os animais receberam feno de capim Brachiaria e suplemento concentrado com 

18% Proteína Bruta (PB) e 65% Nutrientes Digestíveis Totais (NDT), composta de 

milho, farelo de soja e premix mineral, para atender 100% dos requisitos de 

manutenção de energia e proteína, em quantidade equivalente a 2% do peso vivo em 

materia seca (MS). O fornecimento de ração foi realizado em duas refeições diárias, 

as 08:00 h e as 16:00 h, nas dependências da EMBRAPA-CNPGC, em Campo 

Grande-MS. Antes do fornecimento do suplemento foram avaliadas e pesadas as 

sobras da refeição anterior, para mensuração do consumo individual.  

Imediatamente após o período de adaptação, foi iniciada a 

suplementacão diferenciada, de acordo com os tratamentos descritos acima, os quais 

se encontram sumarizados na Tab 1.  
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Tabela 1- Composição das dietas experimentais do exp 1. 

 T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (MEGA) 
Feno (kg/dia) 4,40 4,40 4,50 
Milho (kg/dia) 0,51 3,85 3,40 
Farelo Soja(kg/dia) 0,22 0,63 0,58 
Suplemento mineral (6% P) 0,03 0,02 0,02 
Uréia (kg/dia) 0,14 0,02 0,02 
Gordura Protegida (kg/dia) - - 0,20 
 

 
4.1.2. Experimento 2- Efeito da suplementação energética e com 

diferentes fontes de gordura sobre desenvolvimento folicular e produção de 
oócitos e embriões de Novilhas Nelore 

 

Doze  novilhas Nelore (Bos taurus indicus) com idade variando de 14 

a 18 meses, com peso médio inicial de 338,6 kg,  foram distribuidas em 4 

tratamentos, de acordo com o peso e a população folicular avaliada por 

ultrasonografia:  T1 (n=3), cujos animais receberam 100%  das exigências  de 

manutenção  de energia, calculados conforme NRC (1997) (MANT), T2 (n=3), onde 

os animais receberam 170%  das exigências  de manutenção de energia, conforme 

NRC (1,7 X M), T3 (n=3), onde os animais receberam 170%  das exigências  de 

manutenção de energia, conforme NRC, com adição de 4% de óleo de soja na MS 

(SOJA), e T4 (n=3), onde os animais receberam 170%  das exigências  de 

manutenção de energia, conforme NRC, com adição de 200 g de gordura protegida-

ácidos graxos de cadeia longa (Megalac®) (MEGA). A composição das dietas 

experimentais encontra-se sumarizada na Tab. 2. 

O período de adaptação foi de quinze dias, durante o qual os animais 

receberam silagem de milho e suplemento energético com 18% PB e 65% NDT 

composta de milho, farelo de soja e premix mineral,  para atender 100% dos 

requisitos de manutenção de energia e proteína, em quantidade equivalente a 2% do 

peso vivo em matéria seca. O fornecimento de ração foi realizado em duas refeições 

diárias, as 08:00 h e as 16:00 h. Antes do fornecimento da  ração foram avaliadas e 

pesadas as sobras da refeição anterior, para avaliação do consumo.   
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Imediatamente após o período de adaptação, foi iniciada a 

suplementacão diferenciada, de acordo com os tratamentos descritos acima. Após o 

período de adaptação, coleta de sangue, avaliação do desenvolvimento folicular e 

aspiração folicular para fertilização in vitro, com duração total de 35 dias, os animais 

foram novamente colocados na dieta de adaptação, e alternados de dieta, totalizando 

três períodos de coleta. 

 
Tabela 2 - Composição das dietas experimentais exp 2. 

 T1 (MANT) T2 (1,7X M) T3 (SOJA) T4 (MEGA) 

Silagem  milho(kg/dia) 3,63 4,60 4,30 4,30 

Suplemento  Energético (18% PB-65 NDT) 1,35 3,60 3,20 3,20 

Suplemento mineral (6% P ) 0,07 - - - 

Uréia 0,14 - - - 

Óleo Soja (kg/dia) - - 0,32 - 

Gordura Protegida (kg/dia) - - - 0,20 

 

 

4.2. Sincronização de cio e avaliação do desenvolvimento 
folicular 

 

Após quinze dias de arraçoamento com as dietas experimentais, os 

animais foram sincronizados para apresentarem ovulação em um período próximo, 

através da utilização de implante de dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de 

progesterona (Cronipress ® - Biogenesis Arg) e aplicação de 2 mg de benzoato de 

estradiol no dia da colocação do implante. O implante foi mantido por oito dias, e dois 

dias antes da retirada dos implantes foi aplicada uma dose de PGF2 (Croniben ® - 

Biogenesis - Arg). Um dia após a retirada do implante, foi aplicado 100 µg de acetato 

de Buserelina para indução de ovulação e foi realizada a identificação visual do estro 

dos animais. Após a visualização do folículo pré-ovulatório foi acompanhado 

diariamente o desenvolvimento folicular com a utilização de aparelho de ultra-som 

com transdutor transretal de 7,5 MHZ (Falcon 100, Pie Medical®) até o oitavo dia do 
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novo ciclo estral, com a identificação e aspiração do folículo dominante, com no 

mínimo 0,8 cm de diâmetro, conforme descrito por FIGUEIREDO et al. (1997). A cada 

avaliação dos animais, os folículos foram identificados, desenhados em diagramas e 

mensurados, sendo os maiores acompanhados individualmente pela posição e 

diâmetro durante os dias sucessivos para a determinação dos folículos dominantes  e 

subordinados. 

O número de folículos  à emergência da onda, o diâmetro e a taxa de 

crescimento do foliculo dominante e pré-ovulatório foi avaliada. 

Na Fig. 1 encontram-se sumarizadas as atividades desenvolvidas 

durante o período experimental. 

 
                                      Suplementacao  diferenciada                                 

        Us    e                    coleta  sangue    

Sincronização  OVUL                    opusincro          opu         

            

        

D-24            D-10                   D0                                     D8          D11 

 

Figura 1- Atividades durante o período experimental 

 

D -24: Início da suplementação diferenciada; 

D -10: Implante Progesterona e aplicação  estradiol; 

D -4: Aplicação PgF2α ; 

D-2: Retirada implante; 

D-1 até D 0: Observação cio animais e desenvolvimento folicular; 

D1 até D8: Avaliação desenvolvimento folicular e coleta de sangue 

D8: Aspiração folículo dominante e maiores 5mm 

D 11: OPU e MIV 
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4.3 Colheita de sangue e dosagens de metabólitos sanguíneos 

 

Nos dias 1 e 2 após a ovulação  foram colhidas duas amostas de 

sangue, as 7:00 e 18:00 h, e após o dia 3 até o dia 8 do ciclo estral, foi colhida às 

7:00, antes do fornecimento da  alimentação, uma amostra de sangue através da veia 

coccígea, em tubos contendo heparina, para obtenção do plasma sanguíneo. Os 

tubos foram mantidos em gelo até a centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos. Após a 

centrifugação, as amostras foram acondicionadas em tubos Eppendorf e 

armazenadas a �20 º C até a determinação das concentrações hormonais. Após a 

separação do plasma sanguíneo foi efetuada a avaliação das concentrações 

plasmáticas de glicose, uréia, albumina e colesterol com utilização de kits comerciais, 

envolvendo reações enzimáticas colorimétricas com o uso de espectrofotômetro.  

 

 

4.4. Radioimunoensaio 

 

A dosagem da concentração plasmática  dos hormônios foi realizada 

na FMVA-Unesp Câmpus de Araçatuba, Laboratório de Endocrinologia, 

Departamento de Apoio, Produção e Saúde Animal (DAPSA).  Para a dosagem de 

progesterona  foi utilizado um kit comercial (Coat-a-Count, Diagnostic Products 

Corporation, CA, USA), utilizado de acordo com as recomendações do fabricante. Em 

um ensaio realizado a sensibilidade foi de 0,01 ng/mL e o coeficiente intra-ensaio 

2,4%.  

A dosagem da concentração plasmática de FSH foi determinada 

utilizando radioimunoensaio validado para bovinos, com FSH bovino (USDA-bFSH) 

para iodação e padrão de referência e NIDDK-anti-oFSH como primeiro anticorpo, 

previamente descrito por BOLT E ROLLINS (1983). Em um ensaio realizado a 

sensibilidade foi 0,009 ng/mL e o coeficiente intra-ensaio de   4,93%. 
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Os ensaios para determinação de LH bovino foram adaptados dos 

descritos por BOLT E ROLLINS (1983) e BOLT et al. (1990). Em um ensaio realizado 

a sensibilidade foi 0,001 ng/mL e o coeficiente intra-ensaio de 3,6 %. 

 

 

4.5. Aspiração folicular  

 

No dia 8 de crescimento folicular, os folículos dominantes e todos os 

folículos maiores que 5 mm foram aspirados para sincronização de uma nova onda 

de crescimento folicular, e foi realizada a aplicação de 2 mL de PGF2α (Croniben ®- 

Biogenesis Arg). Três dias após a aspiração do folículo dominante, foram aspirados 

todos os folículos visualizados nos ovários para obtenção dos oócitos, com utilização 

de agulhas de 18 G, acopladas à sonda convexa transvaginal, com bombas de 

sucção a vácuo (70 mm/hg), produzindo um fluxo de 15 mL/ minuto. 

Subseqüentemente, o fluido folicular foi inspecionado em placa de Petri sob 

microscópio estereoscópico para a obtenção dos Complexos cumulus-oócito (COCs). 

Após a seleção dos oócitos, os mesmos foram lavados 2 vezes em meio de lavagem 

H-199 (constituído de meio TCM 199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM 

de HEPES, 5 mM de Bicarbonato de sódio, 75 µg de Kanamicina/mL) e uma vez em 

meio de maturação B-199 (constituído de TCM 199 com aditivos), antes de serem 

tranferidos para criotubos contendo 200  µL de meio de maturação coberto com óleo 

mineral. Os criotubos foram acondicionados em incubadora portátil Minitub em 

atmosfera ambiente, em temperatura de 38,5°C e encaminhados até o Laboratório de 

Fisiologia da Reprodução da Unesp, Câmpus de Araçatuba. 

 

 

4.6. Produção in vitro de embriões 

 

No laboratório, os COCs selecionados foram removidos dos 

criotubos e transferidos para placa de cultivo celular (35 mm de diâmetro - Corning), 
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em microgotas  de 100 µL de meio de maturação recobertas com óleo mineral (20 

COCs por gota). O meio de maturação utilizado (B-199) foi o TCM 199 adicionado de 

0,2 mM de Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de sódio, 75 µg de Kanamicina/mL,  0,5 

µg de FSH/mL, 100 UI de hCG/mL,  1 µg de 17-β Estradiol/mL  e 10% SFB.  O cultivo 

de maturação ocorreu por um período total de 24 horas em estufa a 38,5 oC, 

contendo 5% de CO2 em ar atmosférico e 99% de umidade.  

Foi utilizado sêmen de um único doador e uma única partida. As 

palhetas de sêmen foram descongeladas em banho-maria a 35-37°C durante 30 

segundos. Os espermatozóides foram capacitados em heparina (30 µg/mL) e a 

motilidade foi estimulada por PHE (40 µL/mL) (BAVISTER, 1989). A concentração foi 

ajustada para 25x106 espermatozóides vivos por mL, sendo adicionados 4 µL para 

cada gota de fecundação (concentração final de 100 x 103 espermatozóides por gota 

de meio). 

Após a maturação, os oócitos foram lavados no meio de fecundação 

(TALP) suplementado com 10 µg/mL de heparina, 160 µL PHE e 0,6% BSA, sendo 

então transferidos para as microgotas de fecundação (20 oócitos/microgota). A 

fecundação foi realizada a 38,5ºC, por 18 horas em estufa contendo 5% CO2 em ar 

atmosférico e 99% de umidade. 

Após, os prováveis zigotos foram lavados duas vezes em meio TALP 

e uma vez em meio SOF-Modificado, sendo então transferidos para as microgotas do 

CIV. O cultivo de desenvolvimento embrionário foi realizado em microgotas de 100 µL 

de meio SOF-Modificado suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% SFB. O cultivo foi 

conduzido em estufa à temperatura de 38,5Cº, contendo 5% de CO2 em ar 

atmosférico e 99% de umidade, durante 7 dias. A cada 48 horas, 50% do meio de 

cultivo foi renovado. A avaliação do desenvolvimento embrionário foi realizada 40 

(clivagem), 120 (formação de mórulas e blastocistos), 168 horas pós-inseminação 

(formação de blastocistos), quando os blastocistos foram avaliados. 
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4.7. Análise estatística 
 

Experimento 1 

 

A análise estatística foi efetuada empregando-se o sistema SAS 

(Statistical Analysis System) (SAS, 1998), através do PROC GLM. Os dados de peso, 

consumo de alimentos, concentrações hormonais e desenvolvimento folicular 

(número e tamanho dos folículos), foram avaliados em amostras repetidas utilizando 

análise de variância, com aplicação de teste de comparação de médias (SNK 

P>0,05) em um delineamento inteiramente casualizado. As percentagens de 

desenvolvimento embrionário foram avaliadas utilizando teste de Qui-quadrado (χ2).  

 

 

Experimento 2 

 

Na análise estatística foi utilizado o programa SAS, aplicando-se 

análise de variância, visando comparar as concentrações dos metabólitos 

sanguíneos e dados do desenvolvimento folicular (número e tamanho de folículos e 

corpo lúteo), produção de oócitos, em amostras repetidas, tendo como fonte de 

variação os tratamentos e os períodos de colheita, em um delineamento em blocos 

ao acaso. As diferenças observadas na análise de variância foram testadas 

utilizando-se teste de comparação de médias (SNK, P>0,05). Para análise das taxas 

de produção de embriões foi utilizado o teste Qui-quadrado χ2. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Experimento 1 � Efeito da suplementação energética e com 

Megalac sobre o perfil metabólico, desenvolvimento folicular e produção de 

oócitos  e embriões  em novilhas Nelore 

 

5.1.1. Consumo de alimentos e ganho de peso 

 

Os animais dos grupos T2 e T3 consumiram uma maior quantidade 

de matéria seca, que o grupo T1 (P<0,05) (Tab. 3). Ao início do tratamento, o peso 

das novilhas foi semelhante entre os tratamentos, com valores de 425,0; 419,3 e 

398,0 Kg para os grupos T1, T2 e T3 respectivamente. Ao final do experimento, o 

ganho de peso total dos animais dos grupos T2, T3 (22,0 ± 12,68 e 21,4 ± 11,67, 

respectivamente) foi maior (P<0,05)  do que o grupo T1 (1,4±18,33) (Tab. 3 e Fig. 2). 
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Figura 2- Ganho de peso total (kg), de acordo com o tratamento- Exp 1 
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Tabela 3 - Ganho de peso (Kg) e consumo de alimento (Kg/MS/dia) durante os períodos experimentais 

em função dos tratamentos- exp 1.  

 N Ganho médio diário 

(Kg/animal/dia) 

ECC inicial 

(1-9) 

Ganho peso (Kg) Consumo de 

alimento  

T1 (MANT) 7 0,1 b 4,0 a            1,40 ± 1,80 b 5,32 ± 0,3 b 

T2 (1,7 XM) 6 0,9 a 4,2 a 22,0 ± 12,7 a 8,14 ± 0,4 a 

T3 (MEGA) 7 0,9 a 3,9 a 21,4 ± 11,7 a 8,03± 0,6 a 

Médias, na coluna, seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 

 

Das 20 novilhas sincronizadas, uma novilha do grupo T1 e uma 

novilha do grupo T3 não apresentaram ovulação após a retirada dos implantes, e os 

dados referentes foram suprimidos para as análises estatísticas. 

 

 

5.1.2. Concentrações hormonais (P4), LH e FSH 
 

Os valores de P4 variaram de 0,2 ng/dL no primeiro dia do ciclo após 

a ovulação  ate 3,8 ng/dL no dia 8, com  maior valor total para o grupo T3 (P<0,05) 

(Tab. 4),  menor valor para os grupos T1, e valor  intermediário para o grupo T2. Foi 

encontrada diferença na concentração diária deste hormônio nos dias 6 e 7 do ciclo 

estral, com maiores valores para o grupo T3 (Fig. 3). As concentrações de FSH, 

assim como de LH não foram diferentes entre os tratamentos (P>0,05) (Fig 4). 
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Figura 3 - Concentração plasmática de progesterona (P4, ng/mL), durante o ciclo estral sincronizado 

em função dos tratamentos. 
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Figura 4 - Concentração plasmática de FSH e LH (ng/mL), durante o ciclo estral sincronizado em 

função dos tratamentos. 
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5.1.3. Uréia, albumina, colesterol e glicose 

 

Não houve diferença na concentração plasmática total de albumina 

entre os grupos estudados (P>0,05) (Tab. 4). Os valores diários de albumina 

apresentaram diferenças entre os tratamentos nos dias 2 e 6 do ciclo estral, com 

maiores valores encontrados no T1 (Fig 5). 

 
 
Tabela 4 - Concentrações dos metabólitos sanguíneos totais (Albumina, Colesterol, Glicose e Uréia) e 

hormônios (FSH, LH, P4), em função dos tratamentos. 
 T1 (MANT) T2 (1,7X M) T3 (MEGA) 

Albumina (g/dL) 2,4 ± 0,5 a 2,2 ± 0,4a 2,2 ± 0,5a 

Colesterol (mg/dL) 112,8 ± 27,0a 104,6 ± 23,5a 115,1 ± 31,8a 

Glicose (mg/dL) 66,2 ± 23,5a 75,6 ± 31,2a 73,2 ± 44,1a 

Uréia (mg/dL) 17,3 ± 5,1c 25,8 ± 8,2a 24,0 ± 7,2a 

FSH (ng/mL) 0,8 ± 0,1 a 0,9 ± 0,1 a 0,8 ± 0,1 a 

LH (ng/mL) 1,3 ± 0,3 a 1,4 ± 0,3 a 1,4 ± 0,3 a 

Progesterona (ng/mL) 1,8 ± 0,7 b 2,1± 0,8 ab 2,6 ± 1,4 a 

Médias, na linha, seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 

 

 

 

As concentrações plasmáticas de glicose não variaram com os 

tratamentos, tampouco, entre os dias do ciclo estral (P>0,05). Os valores de uréia 

foram maiores nos grupos T2 e T3, do que no grupo T1 (P<0,05). Também os valores 

de colesterol foram numericamente superiores no T1 e T3, porém não diferindo 

estatisticamente entre si e entre o T2 (Tab 4). 
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Figura 5 - Concentração plasmática de albumina(g/dL), colesterol (mg/dL), uréia (mg/dL) em 

função do dia do ciclo estral e dos tratamentos. 
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5.1.4. Desenvolvimento folicular 

 

Em relação ao número de folículos menores que 4 mm, avaliados por 

ultrasonografia, foi encontrado um aumento (P<0,03) no número de folículos nos 

tratamentos T2, T3 em relação ao T1, a partir do dia 1 até o dia 2 do ciclo estral (Fig. 

6). Foi encontrado um efeito (P<0,05) do dia do ciclo no número de folículos 

pequenos encontrados, e partir do dia 3 esse efeito não foi notado entre os 

tratamentos  (P>0,05). O número de folículos médios, com diâmetro entre 5 e 8 mm, 

e grandes, com diâmetro superior a 8 mm, encontrados variou apenas com o dia do 

ciclo, mas não sofreu influência dos tratamentos (P>0,05) (Fig. 7). 
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Figura 6 - Número de folículos pequenos (<4mm), em função do dia do ciclo estral e do tratamento. 
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Figura 7 - Número de folículos médios (4- 8 mm), em função do dia do ciclo estral e do tratamento. 

 

 

5.1.5. Diâmetro folicular e do corpo lúteo 

 

O diâmetro do folículo pré-ovulatório no T2 foi de 1,43 cm, não 

diferindo dos grupos T1 e T3 (Fig. 8). O tamanho do folículo dominante aspirado no 

dia 8 do ciclo também não sofreu efeito do tratamento (P>0,05) (Fig. 9).  
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Figura 8 - Diâmetro máximo (cm) do folículo pré-ovulatório após a retirada dos implantes de P4 em 

função dos tratamentos. 
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Figura 9-Diâmetro máximo (cm) do folículo dominante no D8 do ciclo estral em função dos 

tratamentos. 
 

O diâmetro do corpo lúteo no dia 8 do ciclo apresentou o mesmo 

comportamento em relação aos folículos dominantes aspirados no d8, portanto sem 

efeito dos tratamentos (P>0,05) (Fig.10), mas com valores numericamente superiores 

no T3. 
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Figura 10- Diâmetro máximo (cm) do corpo lúteo no D8 do ciclo estral em função dos tratamentos. 
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5.1.6. Aspiração folicular, recuperação oocitária e produção in vitro de 
embriões 

 

Foram realizadas quarenta sessões de aspiração folicular, em dois 

momentos distintos, totalizando ao final 393 oócitos, ou seja, em média 9,83 oócitos 

por novilha por sessão de aspiração. O total de oócitos maturados foi de 360, 

resultando em 111 embriões desenvolvidos em estágio de mórula ou blastocisto no 

sétimo dia após a maturação oocitária, totalizando 3,24 embriões por sessão de 

aspiração. Não foi encontrado efeito dos tratamentos sobre a quantidade de oócitos 

desnudos e atrésicos, tampouco sobre a quantidade de embriões no dia 7 de 

desenvolvimento folicular. Entretanto a percentagem de desenvolvimento embrionário 

foi afetada pelos tratamentos, sendo encontrado maiores valores no T1 e T2, e menor 

no T3 (Tab 5).  

Na tabela 5, estão demonstrados os efeitos dos tratamentos sobre a 

média de oócitos por sessão de aspiração, qualidade dos oócitos, quantidade de 

embriões por animal e porcentagem de desenvolvimento de blastocistos. 
 

Tabela 5 - Folículos aspirados, oócitos recuperados e embriões produzidos in vitro por novilha, por 

sessão de aspiração (Média ± DP). 

 T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (MEGA) 

Folículos aspirados 17,3 ± 12,1 b 23,0 ± 7,3 a 26,3 ± 8,5 a 
Oócitos recuperados 7,5 ± 3,2 b 10,2 ± 6,4 ab 11,8 ± 7,3 a 
Desnudos e atrésicos 2,0 ± 1,2 a 2,1 ± 0,9 a 3,2 ± 1,5 a 
Blastocistos no D7 2,7 ± 3,7 a 3,9 ± 4,4 a 3,2 ± 2,3 a 
% Blastocisto 35,4 a 38,2 a 26,6 b 
Médias, nas linhas seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 

* Médias, na linha, seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste ℵ 2. 
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5.2. Experimento 2: Efeito da suplementação energética e com 

diferentes fontes de gordura sobre a desenvolvimento folicular e produção de 
oócitos e embriões de novilhas Nelore 

 
5.2.1. Consumo de alimentos e ganho de peso 

 

O consumo de matéria seca foi menor no grupo T1 (P<0,05), em 

relação aos grupos T2, T3 e T4, que não diferiram entre si. Ao início do experimento, 

não houve diferença no peso das novilhas dos diferentes grupos (338,0 ± 17,4).  Os 

animais do grupo T1 ganharam menos peso no período (5,1 ± 4,3 kg) que os animais 

dos grupos T2, T3 e T4 (P<0,05), não havendo efeito do período experimental no 

ganho de peso dos animais (P>0,05) (Tab 6). 

 
Tabela 6 - Peso inicial (kg), ganho médio diário (kg/animal/dia), ganho de peso no período (kg) e 

consumo de alimento (kg/MS/animal/dia) durante os períodos experimentais em função dos 

tratamentos- exp 2. 

 N Peso Inicial 

(kg) 

ECC 

inicial  

GMD 

(kg/animal/dia) 

Ganho de peso 

no período (kg) 

Consumo de 

alimento (MS) 

T1(MANT) 9 341,4 ± 34,1 a 4,4 0,1 ± 0,1 b 5,1 ±  4,3 b 5,3 ± 0,5 b 

T2 (1,7XM) 9 331,7 ± 36,2 a 4,2 1,0 ± 0,4 a 35,7 ± 15,7 a 8,2 ± 0,7 a 

T3 (SOJA) 9 339,8 ± 47,2 a 4,2 0,9 ± 0,5 a 32,3 ± 16,8 a 7,6 ± 0,8 a 

T4(MEGA) 9 341,6 ± 31,2 a 4,5 0,9 ± 0,6 a 31,2 ± 20,5 a 7,7 ± 1,1 a 

 Médias, na coluna, seguidas de letras diferentes são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 

 

O consumo de alimento, como esperado, foi menor no grupo 

Manutenção (T1) (P<0,05), quando comparado com os tratamentos T2, T3 e T4, que 

não diferiram entre si. O consumo acompanhou o fornecimento de alimentos aos 

grupos experimentais, a fim de ajustar a quantidade de nutrientes previamente 

calculada. 
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O ganho de peso médio diário dos animais diferiu entre os grupos 

experimentais, sendo menor no grupo T1, com valor de 0,1 ± 0,1 kg/animal/dia, em 

relação aos grupos T2, T3 e T4, com valores de 1,0 ± 0,4; 0,9 ± 0,5 e 0,9 ± 0,6 kg, 

respectivamente (P<0,01) (Fig. 11). 
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Figura  11  - Ganho de peso total no período (kg) de acordo com os tratamentos. 

 
 

 5.2.2. Metabólitos sanguíneos, FSH e P4 

 

      Não houve diferença nas concentrações plasmáticas de albumina 

entre os grupos estudados (P>0,05) (Tab. 7). Os valores diários também não 

mostraram diferenças entre os tratamentos (Fig. 12). 

As concentrações médias de colesterol foram maiores nos grupos T3 

e T4 (P<0,05), em relação aos grupos T1, com valor intermediário no T2, que não 

diferiram entre si. Não havendo diferença nas concentrações diárias deste metabólito. 

Assim como a albumina, a concentração total de glicose, não variou 

entre as diferentes dietas fornecidas. Para a glicose, o menor valor médio encontrado 

de 70,2 ± 34,9 para o grupo T3, e o maior valor de 78,6 ± 33,3 para o grupo 

suplementado com 1,7 X M mais gordura protegida (T4), no entanto sem diferença 

estatística (P>0,05) (Fig 14). 
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Tabela 7 - Concentração plasmática dos metabólitos sanguíneos totais (albumina, colesterol, glicose e 

uréia), em mg/dL, e hormônios (FSH e P4) em ng/mL em função dos tratamentos. 

 T1 T2 T3 T4 

Albumina (mg/dL)       2,2 ± 0,9a   2,4 ± 1,0a   2,9 ± 1,0a       3,1 ± 1,0a 

Colesterol (mg/dL)   106,2 ± 30,3b   111,2 ± 32,0 ab 124,7 ± 30,3a   123,3 ± 30,7a 

Glicose (mg/dL) 76,2 ± 28,9a   73,6 ± 40,2a  70,2 ± 34,9a 78,6 ± 33,3a 

Uréia (mg/dL)     20,5 ± 6,7 b  23,5 ± 7,8 a 22,2 ± 8,5ab     23,8 ± 6,4 a 

FSH (ng/mL) 0,7 ± 0,2 a    0,6 ± 0,1 a   0,7 ± 0,1 a 0,7 ± 0,2 a 

P4 (ng/ml) 2,37 ± 2,05 a 1,06 ± 0,86 b 2,48 ± 2,24 a 2,04±  1,58 a 

Médias, na linha, seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 

 

As concentrações plasmáticas de FSH não variaram entre os 

tratamentos (P>0,05). Já as concentrações totais de P4 foram menores no T2, com 

maiores valores para T1, T3 e T4 (Tab 7). Os valores diários de P4 diferiram apenas 

no D7, com maiores valores para o grupo T3, intermediário no T1 e T4, e menor valor 

no T2 (Fig 13). 
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Figura 12 - Concentração plasmática de FSH (ng/mL) em função dos tratamentos. 
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Figura 13 - Concentração plasmática de progesterona (P4, ng/mL), durante o ciclo estral sincronizado 

em função dos tratamentos 

 

 

 

Os valores de uréia plasmática variaram entre os grupos, com o 

menor valor encontrado no T1, valores intermediários no T3, e maiores valores nos 

grupos T2 e T4 (P<0,02). Em relação à variação diária dos metabólitos, apenas no d8 

houve uma variação nas concentrações de uréia, com maiores valores encontrados 

no grupo T4, em relação aos demais (P<0,05) (Fig14). 
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Figura 14 - Concentração plasmática diária (mg/dL) dos metabólitos albumina, colesterol, glicose e 

uréia em função dos tratamentos e dias do ciclo estral. 
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5.2.3. Desenvolvimento folicular 

 

Em relação ao número de folículos pequenos avaliados por 

ultrasonografia, foi encontrado um aumento (P<0,02) no número de folículos nos 

tratamentos T2, T3, e T4, em relação ao T1, a partir do dia 1 até o dia 3 do ciclo 

estral. A partir do dia 4, não foi verificado efeito dos tratamentos sobre o número de 

folículos pequenos encontrados (P>0,05) (Fig 15). Existiu um efeito (P<0,03) do dia 

do ciclo no número de folículos pequenos encontrados, bem como sobre o número 

total de folículos pequenos, com maior valor nos tratamentos T3 e T4 (Tab 8).  O 

número de folículos médios encontrados variou com o dia do ciclo, sendo também 

encontrado menores valores no T1 (P<0,03). Em relação aos folículos grandes 

(acima 8 mm) não houve diferença entre os tratamentos sobre o número total, 

apresentando apenas diferença entre os dias do ciclo.  
 

Tabela 8 - Quantidade média de folículos, e diâmetro (mm) dos folículos pré-ovulatório, dominante e 

do corpo lúteo de acordo com os tratamentos. 

 T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (SOJA) T4 (MEGA) 

Fol Pequenos (< 4 mm) 16,7 ± 5,4 c 31,3 ±11,7 b 37,4 ±10,7 a   35,2 ± 11,3 ab 

Fol médios (4-8 mm)   2,9 ± 1,4 b 4,1 ±1,7 a 4,3 ± 2,6 a  3,8 ± 1,9 ª 

Fol Pré-ovulatório (mm) 12,0 ± 2,5 b 12,7 ± 0,1 b 13,2 ± 0,1b       15,0 ± 1,3a 

Fol Dominante (mm) 11,0 ± 3,0 a 11,4 ± 3,1 a 11,9 ± 2,4 a 13,9 ± 2,2 a 

Corpo lúteo (mm) 16,1 ± 1,7 a 16,8 ± 1,6 a 19,2 ± 1,2 a 17,4 ± 4,3 a 

Médias, na linha, seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 
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Figura 15 - Número de folículos pequenos (< 4mm) de acordo com o tratamento e dia do ciclo estral. 
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Figura 16 - Número de folículos médios (4-8 mm) de acordo com o tratamento e dia do ciclo estral. 
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5.2.4. Diâmetro folicular e do corpo lúteo 
 

O tamanho do folículo pré-ovulatório, sofreu efeito dos tratamentos, 

com o grupo T4 apresentando o maior diâmetro, em relação aos demais grupos. O 

mesmo não foi encontrado com o diâmetro do folículo dominante aspirado no dia 8 do 

ciclo estral, que não sofreu efeito do tratamento (P>0,05), apresentando uma ligeira 

superioridade numérica dos tratamentos T3 e T4 em relação aos demais grupos. O 

mesmo foi observado em relação ao diâmetro do corpo lúteo no dia 8 do ciclo, que 

não foi diferente entre os grupos avaliados (P>0,05) (Figs 17, 18 e 19). 
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Figura 17 � Diâmetro máximo (mm) do folículo pré-ovulatório, após a retirada do implante de P4 em 

função dos tratamentos. 
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Figura 18 � Diâmetro máximo (mm) do folículo dominante no dia 7 do ciclo estral em função dos 

tratamentos. 
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Figura 19 - Diâmetro máximo (mm) do corpo lúteo no D7 do ciclo estral em função dos tratamentos. 

 

 

  5.2.5. Aspiração folicular, recuperação oocitária e produção in vitro 
de embriões 

 

Foram realizadas 33 sessões de aspiração folicular, em 3 períodos 

de colheita, totalizando ao final 323 oócitos, ou seja, em média 9,78 oócitos por 

novilha. Os dados de 3 sessões de aspiração foram perdidos. Foram conduzidos à 

maturação apenas os oócitos provenientes dos dois primeiros períodos de colheita 

(períodos 1 e 2). O total de oócitos maturados foi de 180, resultando em 67 embriões 

desenvolvidos em estádio de mórula ou blastocisto no sétimo dia após a maturação 

oocitária, totalizando 3,19 embriões por sessão de aspiração. 

Na Tab 9, estão demonstrados os efeitos dos tratamentos sobre a 

média de oócitos por sessão de aspiração, qualidade dos oócitos, quantidade de 

embriões por animal e porcentagem de desenvolvimento de blastocistos. 

No dia da aspiração folicular, foi encontrado efeito dos tratamentos 

sobre o número de folículos aspirados, e de oócitos recuperados. Foram aspirados 

15,3 ± 6,3 folículos no T1, e um número maior no T2, T3 e T4 (26,6 ± 5,7; 30,8 ±  8,2; 

28,4 ±  7,4 , respectivamente) (P>0,05) (Tab.9) .  
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Tabela 9 - Folículos aspirados, oócitos recuperados e embriões por novilha, por sessão de aspiração 

(Média± DP)- exp 2.    

 T1 T2 T3 T4 
Folículos aspirados (períodos 1, 2 e3) 15,3 ± 6,3 b 26,6 ± 5,7 a 30,8± 8,2 a 28,4± 7,4 a 

Oócitos recuperados (períodos 1, 2 e3) 6,7 ± 2,9 b 12,6 ± 5,8 a 12,5 ± 9,5 a 14,6 ± 5,2 a 
Desnudos e atrésicos (períodos 1, 2 e3) 1,3 ± 0,5 a 2,2 ± 1,8 a 2,2 ± 1,1 a 3,5 ± 0,7 a 
Oócitos em MIV (períodos 1 e 2) 5,7 ± 1,8 b 9,1 ± 4,7 a 14,9 ± ,7,2 a 13,8 ± 6,4 a 
Blastocistos no D7 (períodos 1 e 2) 1,8 ± 0,8 b 4,6 ± 2,9 a 5,0 ± 3,6 a 5,0 ±4,2 a 
% Blastocisto (períodos 1 e 2) 31,6 b 50,5 a 33,5 b 36,1 b 
Médias, nas linhas seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste SNK. 

* Médias, na linha, seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,05) pelo teste ℵ 2. 

 

Em relação à qualidade dos oócitos, não foi verificado efeito dos 

tratamentos sobre a quantidade de oócitos desnudo e atrésicos (P<0,05). Foi 

encontrada diferença sobre a quantidade de blastocistos no D7 de cultivo 

embrionário, com menor quantidade no T1, bem como na porcentagem de 

desenvolvimento embrionário, com maior valor no tratamento T2 (P>0,05).   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



       45 
 
 

 

 

6. DISCUSSÃO 

 

O ganho de peso dos animais recebendo dietas de manutenção foi 

menor em relação aos tratamentos com aumento de energia, o que era esperado 

devido ao fornecimento de alimentos menor naqueles grupos. Não foi encontrada 

diferença dos grupos recebendo dietas com elevada energia independente da fonte 

(amido ou gorduras [óleo de soja ou Megalac]), concordando com os dados de 

THOMAS et al. (1997), que não encontraram diferenças no ganho de peso de vacas 

que receberam dietas sem adição de gordura ou adição de gordura, saturada, 

insaturada e altamente saturada.  

Os resultados demonstraram que não existem diferenças nas 

concentrações de glicose de acordo com as dietas, fato este relatado por vários 

autores (GUTIERREZ et al., 1997; RUAS et al. 2000). Os ruminantes utilizam AGVs 

como a principal fonte de energia, e alterações entre os estados de fome ou sobre 

alimentação são rapidamente regulados pela insulina, o que promove um nível 

praticamente constante nas concentrações de glicose sanguínea. Existiu uma 

tendência de diminuição da glicose com o decorrer dos dias de colheita sanguínea. 

Tais dados sugerem o efeito de estresse dos animais, sobretudo nos primeiros dias 

de colheita sanguínea, que podem ter elevado os valores de glicose, por trata-se de 

animais Bos taurus indicus, mais propensos ao estresse, mesmo adaptados às 

condições experimentais (RUAS et al. 2000, WEEKES, 1991). 

As concentrações de uréia são indicadores de consumo protéico, e 

como esperado têm uma relação positiva com a dieta. Como as dietas foram 

ajustadas para apresentarem a mesma quantidade de proteína bruta, o aumento 

encontrado nos grupos com aumento de energia deveu-se provavelmente a maior 

quantidade de proteína verdadeira ingerida nestes grupos, já que a correção dos 

níveis de proteína foi realizada com adição de uréia. Os valores máximos e mínimos 

de uréia plasmática encontrados equivalem respectivamente a 8,06 e 12,02 mg/dL de 
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Nitrogênio Uréico Plasmático no experimento 1 e 9,56 mg/dL e 11,09 mg/dL no 

experimento 2, o que segundo vários autores (ELROD (1993), BARTON et al. (1996) 

e BUTLER et al. (1996)), estão em níveis adequados. Esses autores encontraram  

concentrações de até 21 mg/dL, e sugeriram que o nitrogênio uréico plasmático pode 

alterar a fertilidade, quando as concentrações ultrapassarem a 18 mg/dL, valores não 

encontrados neste trabalho. ARMSTRONG et al. (2001) demonstraram que a 

qualidade dos oócitos de folículos pequenos foi correlacionada negativamente com 

as concentrações de uréia plasmática. Também SINCLAIR et al. (2001) relatam que 

a exposição de oócitos no interior dos folículos, a altos níveis de uréia ou amônia 

comprometia sua capacidade de desenvolvimento a blastocistos durante o cultivo in 

vitro, o que acreditamos não ter ocorrido em nossos experimentos. 

Outra forma de monitorar a ingestão de alimentos protéicos é através 

da avaliação plasmática de albumina, que não apresentou diferenças entre os 

diferentes tratamentos de energia e gordura. 

 GRUMMER E CARROLL (1991) revisaram diversos estudos nos 

quais lipídeos foram acrescentados à dieta de vacas de leite. Eles observaram que, 

em todos eles, as concentrações de colesterol no plasma foram consistentemente 

elevadas nas dietas com suplementação com gordura, em relação às dietas controle, 

como também observamos em nosso trabalho no Exp 2, onde as diferentes fontes de 

gordura (óleo de soja e AGCL) promoveram aumento do colesterol plasmático. No 

Exp 1 houve um aumento apenas numérico do colesterol, sem diferença estatística 

ao nível de 5%, no grupo suplementado com gordura. 

Os dados encontrados demonstram que o aumento da energia na 

dieta, aumenta o número de folículos pequenos no início do ciclo estral em novilhas 

Nelore, apresentando maiores incrementos no número de folículos menores que 4 

mm com a adição de uma fonte de gordura- óleo de soja ou AGCL. Este aumento foi 

verificado também em relação aos folículos médios (5-8 mm), mas não em grandes 

(>8 mm), que aumentaram com o decorrer do ciclo estral, enquanto o número de 

folículos pequenos decresceu. Tais dados indicam conforme observado por 

GUTIERREZ et al.(1997) e ARMSTRONG et al. (2002) em animais Bos taurus taurus, 
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que o aumento da ingestão de energia afeta o recrutamento dos folículos pequenos, 

mas não alteram a dominância de animais Bos taurus indicus, independente da fonte 

de gordura adicionada. 

Alguns trabalhos têm demonstrado este efeito do aumento de 

folículos pequenos em animais Bos taurus taurus, como resposta a um aumento da 

quantidade de energia ingerida (flushing) ou da aplicação de GH (GONG et al.,1991) 

porém poucos dados foram demonstrados em animais Bos taurus indicus. Em estudo 

anterior, MAURASSE et al. (1985) demonstraram que a alteração no plano nutricional  

produziu alterações no aparecimento de folículos de vários tamanhos e um 

acentuado aumento dos folículos em bovinos, como parcialmente observado em 

nosso experimento. Em ovelhas, são bem conhecidos os efeitos do aumento de 

suplementação energética provocando aumento do número de folículos no ovário e 

melhoras na taxa de ovulação. O aumento no número de folículos menores pode 

refletir em uma seleção maior de estruturas disponíveis para desenvolvimento 

posterior. Um número maior de folículos pode indicar um processo de seleção 

folicular alterado e maior disponibilidade de estruturas  disponíveis para aspiração 

folicular (OPU), o que é de interesse para a PIV de embriões, fato este confirmado 

pela maior produção de oócitos nos grupos suplementados com energia e gordura. 

O maior número de folículos pequenos encontrados nos primeiros 

dias do ciclo estral, em relação a animais Bos taurus taurus, já havia sido reportado 

por SEGERSON et al. (1994), que encontraram uma maior quantidade destes 

folículos em vacas Brahman, em relação a vacas Angus. Em trabalho recente, 

ADAMIAK et al. (2005) encontraram uma média de 11,5 folículos no início do ciclo 

estral em ovários de novilhas Bos taurus taurus de corte, e recuperaram através da 

OPU, uma média de 5,8 oócitos por animal. Também ARMSTRONG et al. (2002) 

encontraram 17,1 folículos por ovário, inferior, portanto ao encontrado neste 

experimento. Tal fato pode ser explicado pelas evidências que os sistemas ovarianos 

de insulina e de fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) de animais Bos 

taurus indicus  diferem dos animais Bos taurus taurus, como observado por 

BURATINI et al. (2000), onde o tratamento com somatotropina recombinante bovina 
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(bST) aumentou as concentrações plasmáticas de IGF-1 e o número de pequenos 

folículos (<5 mm). Fato similar foi observado em Bos taurus taurus (GONG et al., 

1991), porém com uma taxa de incremento do número de folículos menor que o 

observado em Bos taurus indicus, sugerindo que o sistema ovariano de IGF-1 pode 

diferir entre animais Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. Também foi observado 

que vacas Brahman apresentam maiores concentrações plasmáticas de IGF-1 

(SIMPSON et al., 1994, ALVAREZ et al., 2000) e menores concentrações 

plasmáticas de FSH que vacas Angus (ALVAREZ et al., 2000), sugerindo que o maior 

número de folículos em vacas Brahman, mesmo com menores concentrações de 

FSH, possa ser devido às altas concentrações de IGF-1. 

Em relação à adição de gorduras, alguns trabalhos têm demonstrado 

o aumento do número de folículos e do tamanho dos folículos dominantes quando da 

adição de gorduras altamente insaturadas ou saturadas (THOMAS et al., 1997), tal 

como observado em nosso trabalho em relação à população de folículos pequenos e 

médios, que aumentaram como resultado da adição de energia e gorduras. Dietas 

contendo grandes quantidades de ácidos graxos de cadeia longa, como os 

tratamentos com Megalac, aumentam a gliconeogênese hepática, devido ao aumento 

na secreção de propionato no rúmen (SELNER E SCHULTZ, 1980; CHALUPA et al., 

1986; KEELE et al.,1989). Este aumento na gliconeogênese tem sido associado com 

aumentos nas concentrações plasmáticas de insulina e IGF-1, que são conhecidas 

por influenciar a população de folículos médios (THOMAS E WILLIAMS,1996). 

Também o ácido linoléico, o maior constituinte do óleo de soja é conhecido por 

aumentar a produção ruminal de propionato, levando ao mesmo efeito nas 

concentrações de Insulina e IGF-1 (CHALUPA, 1986), o que pode explicar tais 

aumentos na quantidade de folículos encontrados em nosso trabalho. 

Conjuntamente, os nossos dados sugerem que a tendência de 

aumento no tamanho dos folículos dominantes e pré-ovulatórios, em novilhas Nelore 

tratadas com maior quantidade de energia e gordura deva-se às ações endócrinas 

dos hormônios e metabólitos. 
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As concentrações de FSH plasmático, como observado em outros 

estudos (ADAMS et al., 1994; GONG et al., 1995), variaram com o dia do ciclo, mas 

não foi encontrada diferença resultante dos tratamentos nutricionais. O aumento do 

número de folículos pequenos nos dois (exp 1) e três (exp 2) primeiros dias do ciclo 

estral, ocorrido nos tratamentos com aumento de energia, independente da fonte, 

parecem ser independentes das concentrações de FSH, bem como a maior 

quantidade de folículos pequenos encontrados nos tratamentos com fontes de 

gordura. 

Como o colesterol circulante é o substrato primário para a síntese de 

P4 em mamíferos, a adição de gordura pode propiciar um aumento na síntese de P4, 

e elevar a progesterona plasmática. Este efeito é observado tanto para vacas de leite 

como de corte. A concentração de progesterona no fluido folicular e no tecido luteal 

aumentou, conforme demonstrado em alguns estudos (RYAN et al., 1995; RYAN et 

al., 1992), mas não em todos (LAMMOGLIA et al., 1997) quando gordura foi 

adicionada à dieta. Em nossos trabalhos  verificamos o aumento da P4 no tratamento 

com adição de gordura, que também apresentou aumento do colesterol sanguíneo. 

Tal aumento, entretanto não foi acompanhado pelo aumento do corpo lúteo, 

sugerindo, a alteração do clearence de P4 pela adição de fonte de gordura na dieta.  

 

Em relação aos efeitos da suplementação sobre a qualidade oocitária 

e na produção de embriões, os dados da literatura são controversos, enquanto boa 

parte dos trabalhos indica que o aumento da quantidade de energia nas dietas para 

vacas e novilhas de corte e leite tem um efeito deletério sobre a competência 

oocitária e qualidade embrionária (ARMSTRONG et al., 2001, MCCAFFERY et al., 

2000, NOLAN et al., 1998, FRERET et al, 2006), outros têm demonstrado efeitos 

benéficos da suplementação energética e com gorduras (FOULADI-NASHTA et al. 

(2007). Entretanto, a maioria dos trabalhos desconsidera os efeitos da condição 

corporal inicial dos animais, ou o sobre condicionamento dos mesmos sobre a 

resposta de produção e qualidade de oócitos e embriões. Nesse sentido ADAMIAK et 

al. (2005) relatam que aumento do fornecimento de energia foi benéfico para a 
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qualidade oocitária apenas nos animais com moderado ECC, e deletério para os 

animais com elevado ECC. Em nosso trabalho, o ECC das novilhas foi moderado 

(4,2, em escala de 1-9) ao início dos tratamentos, o que não interferiu negativamente 

na qualidade oocitária e produção in vitro dos embriões. Nos dois experimentos, os 

animais que receberam dietas com aumento de energia, tiveram tendência de 

melhores taxas de desenvolvimento embrionário in vitro, quando comparados aos 

tratamentos controle (exp 2) e com adição de gorduras (exp 1 e 2), mostrando o 

efeito benéfico do flushing por curto período de tempo em novilhas Bos taurus indicus 

com moderado ECC no início da suplementação.   

O sistema ovariano do IGF-1 pode ser influenciado pela dieta, e tem 

o potencial de interagir diretamente com o oócito através do receptor Tipo I 

(ARMSTRONG et al., 2001, 2002). Os folículos pequenos de novilhas alimentadas 

com grandes quantidades de energia tem menores níveis de  mRNA para IGFBP-2 e 

4 (ARMSTRONG et al., 2001), o que regula a biodisponibilidade de IGF. 

Provavelmente este é o fator crítico que controla a capacidade de desenvolvimento 

do oócito (ARMSTRONG et al., 2002). 

A adição de gorduras de diferentes fontes nos dois experimentos, 

não apresentou efeitos benéficos na qualidade oocitária, tampouco na produção de 

embriões in vitro, apresentando menores valores de desenvolvimento embrionário in 

vitro, em relação aos tratamentos com aumento de energia. Tais dados estão em 

desacordo com alguns autores (SANTOS et al, 2007; FOULADI-NASHTA et al. 2007) 

que indicam que a suplementação com gorduras insaturadas ou Megalac promove 

melhora na qualidade e produção embrionária em vacas de leite. Entretanto 

ADAMIAK et al. (2006) trabalhando com novilhas cruzadas indicaram que a adição de 

Megalac piorou o desenvolvimento embrionário in vitro de embriões em novilhas com 

baixo ECC, sem apresentar, entretanto alterações nas quantidades de Ac. Graxos 

nos oócitos. 
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6.CONCLUSÕES 
 

 As dietas avaliadas com aumento de energia e gordura elevam o número de 

folículos pequenos disponíveis ao início da onda folicular, bem como a quantidade 

total de folículos pequenos e médios, e o número de oócitos aspirados, sem alteração 

nas concentrações de gonadotrofinas (FSH e LH). 

 A adição de energia por curto período de tempo para novilhas Nelore (Bos 

taurus indicus) com moderado ECC melhorou o desenvolvimento embrionário in vitro. 

 A adição de gordura alterou as concentrações de colesterol plasmático, e 

Progesterona, sem ação no tamanho do corpo lúteo. 
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