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GUARDIEIRO, M.M. Viabilidade pós criopreservação de embriões de 
novilhas Nelore suplementadas com gordura protegida ruminal. Botucatu, 

2009. 100p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 
RESUMO  
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta superovulatória, a 

produção embrionária e a resistência à criopreservação através de congelação 

ou vitrificação de embriões de novilhas Nelore suplementadas com gordura 

protegida ruminal (Megalac-E®). Foram utilizadas 40 novilhas da raça Nelore 

mantidas a pasto, divididas em dois grupos experimentais de acordo com o tipo 

de suplementação fornecido (G = concentrado com gordura protegida ruminal e 

C = suplementação controle, sem adição de gordura). Os suplementos foram 

formulados para serem isoenergéticos e isoprotéicos. O delineamento foi do 

tipo cross-over com 67 (primeira repetição) e 70 d (segunda repetição) de 

duração. Após 50 d de suplementação dietética, foi realizada a sincronização 

da emergência da onda para iniciar o protocolo de superovulação. Os embriões 

colhidos foram congelados ou vitrificados e avaliação de desenvolvimento 

embrionário in vitro foi realizada posteriormente. Não houve diferença (P > 

0,10) entre os Grupos G e C em relação à resposta superestimulatória, ao 

número total de estruturas, embriões congeláveis, degenerados e ovócitos não 

fecundados colhidos. Apesar do grupo C ter mostrado maior reposta 

superovulatória que o G (15,7 ± 1,2 vs 18,0 ± 1,3 CL; P = 0,06), os embriões do 

Grupo C apresentaram maior taxa de eclosão, independentemente do método 

de criopreservação, às 48 h (33,1 ± 4,0%; n = 148 vs 17,3 ± 3,3%; n = 137; P = 

0,009) e às 72 h (44,3 ± 4,2%; n = 148 vs 30,9 ± 4,0%; n = 137; P = 0,04) de 

cultivo do que os do grupo G. Além disso, os embriões vitrificados e 

congelados apresentaram taxas similares de eclosão (P > 0,10). Nas condições 

do presente estudo, o suplemento composto com gordura protegida não afetou 

a resposta superestimulatória e a produção de embriões, e os embriões do 

Grupo Controle foram mais tolerantes à criopreservação. 

 

Palavras-chave: Bovino, ácidos graxos, superovulação, embrião, 

criotolerância.  



 
 

GUARDIEIRO, M.M. Post cryopreservation viability of embryos from 
Nellore heifers supplemented with rumen-protected fat. Botucatu, 2009. 
100p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 

ABSTRACT 
The aim of the current study was to evaluate the superovulatory response and 

embryo production, as well as embryo resistance to cryopreservation through 

freezing or vitrification of embryos from Nellore heifers supplemented with 

rumen-protected fat, Megalac-E®. Forty heifers kept in pasture were randomly 

divided into two experimental groups according to supplement source (G = 

supplement with rumen-protected fat and C = Control, without fat 

supplementation). The supplements were formulated to be isocaloric and 

isoproteic. Each female underwent both treatments in a cross-over design with 

approximately 67 d (first replicate) and 70 d (second replicate). After 50 d of 

feeding, the emergence of the wave was synchronized with the aid of hormones 

to iniciate the superovulation protocol. The embryos recovered were frozen or 

vitrified and subsequently in vitro embryo development evaluation was 

accomplished. There was no difference between G and C groups (P > 0.10) 

regarding superstimulatory response, number of total embryos/ova, viable 

embryos, degenerate embryos, or unfertilized oocytes recovered. However, 

group C had a greater superovulatory response than G (15.7 ± 1.2 vs 18.0 ± 1.3 

CL; P = 0.06). Group C embryos presented greater hatching rate, independently 

of the cryopreservation method, at 48 h (33.1 ± 4.0%; n = 148 vs 17.3 ± 3.3%; n 

= 137; P = 0.009) and at 72 h (44.3 ± 4.2%; n = 148 vs 30.9 ± 4.0%; n = 137; P 

= 0.04) of in vitro culture. Moreover, vitrified and frozen embryos had similar 

hatching rate (P > 0.10). Under the conditions of the present study, 

supplementation with protected fat did not affect superstimulatory response, 

quantity or quality of embryos. However embryos from the Control group were 

more tolerant to cryopreservation.  
 

Keywords: Bovine, fatty acids, superovulation, embryo, cryotolerance. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A pecuária brasileira possui uma demanda crescente de animais de 

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

de biotecnologia, notadamente aquelas associadas à reprodução animal, tais 

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. 

A nutrição está entre os fatores que mais afetam a desempenho 

reprodutivo de fêmeas bovinas. Por isso, animais de elevado mérito genético 

que são utilizados como doadoras de embriões devem estar sob um manejo 

nutricional adequado. 

A suplementação de gordura é uma prática comum para aumentar a 

densidade energética da dieta. Além de fornecer calorias, a gordura possui 

efeito direto na reprodução através do tipo de ácido graxo presente 

(FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004). 

A suplementação de energia é bastante utilizada em gado de leite, 

principalmente pelo seu papel no aumento da densidade energética da dieta. 

Porém, devido às diferenças na ingestão de matéria seca e no nível de 

produção de leite, os resultados das pesquisas com gado de leite não são 

necessariamente aplicáveis aos animais para produção de carne (ARM & 

HAMMER, s. d.; FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004). 

Os componentes das membranas celulares como os ácidos graxos 

poliinsaturados podem ser manipulados através da nutrição das doadoras de 

embriões (SEIDEL, 2006). Neste sentido, a inclusão de gordura protegida na 

dieta pode ser uma possiblidade para melhorar a tolerância a baixas 

temperaturas de embriões produzidos in vivo. Além disso, devem-se procurar 

alternativas para incrementar os resultados dos processos de criopreservação 

de embriões de fêmeas zebuínas com conseqüente incremento de opções para 

disseminação do material genético de doadoras de embriões de interesse 

comercial.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

   2.1 Produção in vivo de embriões bovinos 
 

Dados mundiais demonstram que cerca de 800.000 embriões bovinos 

são produzidos por ano, sendo que o Brasil representa do total da produção 

mundial, 17,6% e 48,5% de embriões produzidos in vivo e in vitro, 

respectivamente (dados de 2005, MAPLETOFT, 2006; VIANA & CAMARGO, 

2007). O uso de biotecnologias como a TE tem sido disseminado no Brasil, 

especialmente na raça Nelore, cujos exemplares excedem 90 milhões, devido à 

resistência ao estresse calórico e a parasitas (MONTEIRO et al., 2009). Deste 

modo, a técnica de múltiplas ovulações e a transferência de embriões são 

ferramentas utilizadas com o intuito de melhorar e multiplicar a genética de 

fêmeas Bos indicus (BARROS & NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al., 2001). 

As raças zebuínas são consideradas mais sensíveis aos tratamentos 

com gonadotrofinas, inclusive por possuírem maior número de folículos 

recrutados do que fêmeas Bos taurus taurus (BARUSELLI et al., 2001). Através 

da adequação de protocolos superestimulatórios, como o controle da 

emergência da onda folicular, indução da ovulação e doses de FSH adequadas 

para os zebuínos, facilitou-se o manejo destes animais e aumentou a eficiência 

dos programas de transferência de embriões (BARUSELLI et al., 2001; BÓ et 

al., 2008).  

A produção in vivo de embriões através da SOV é uma biotécnica 

reprodutiva comumente denominada TE e consiste na estimulação hormonal 

dos ovários (superovulação ou indução de ovulações múltiplas) de uma fêmea, 

doadora, para induzir o desenvolvimento e a maturação de vários folículos 

simultaneamente (SARTORI et al., 2009). Após detecção de estro ou indução 

de ovulação através da aplicação exógena de hormônio, a vaca ou novilha 

recebe monta natural ou inseminação artificial (IA) e, seis a oito dias após, os 

embriões são colhidos através de lavagem uterina e imediatamente 

criopreservados ou transferidos para receptoras (SARTORI et al., 2009). 

Portanto, o objetivo dos protocolos de superestimulação é obter o número 

máximo de embriões transferíveis com alta probabilidade de produzirem 

prenhezes (MAPLETOFT, 2006).  
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O aumento do número de bezerros obtidos de doadoras com alto valor 

genético proporcionado pelo uso desta técnica permite a disseminação mundial 

de genética (BARUSELLI et al., 2001), podendo obter rápida expansão de 

determinados genes. Na pesquisa científica, esta técnica também possui sua 

aplicação, sendo usada para responder questões de fisiologia básica e para 

melhorar os protocolos de TE (MAPLETOFT, 2006). 

Na SOV, se busca a estimulação e a ovulação de um maior número 

possível de folículos de uma mesma onda de crescimento folicular, através da 

aplicação de hormônios (MAPLETOFT, 2006). O número de ovulações e a 

eficiência da colheita de embriões são dependentes da quantidade de FSH 

utilizada. Com a elevação das doses deste hormônio, a ovulação também 

aumenta até que o platô seja alcançado. Entretanto, o uso de altas doses de 

FSH deprime as taxas de colheita, através da inibição do pico de LH (hormônio 

luteinizane) e ovulação (SCHERZER et al., 2008). A dose de FSH exógeno 

utilizado varia conforme o produto (laboratório), a categoria, o estado 

fisiológico, o escore de condição corporal (ECC), a raça e a individualidade da 

doadora, sendo que para as raças zebuínas se utiliza uma dose menor 

(aproximadamente 50% a menos) do que para as taurinas e as novilhas 

necessitam de doses menores do que as vacas (BARUSELLI et al., 2006; 

SARTORI et al., 2009).  

A variação no número de folículos ovulados está associada ao número 

de folículos com diâmetro > 2 mm no início da superestimulação ovariana, 

predizendo a resposta superestimulatória. Animais que possuem baixa 

resposta em determinada colheita embrionária continuam apresentando-a nos 

próximos tratamentos hormonais (MAPLETOFT, 2006; SCHERZER et al., 

2008). Em geral, a taxa de colheita, ou seja, o número de embriões colhidos 

em relação ao número de corpos lúteos (CLs) é de 60 a 70% (SARTORI et al., 

2009), mas depende do procedimento de colheita, do meio utilizado e da 

habilidade do técnico.  

Os resultados de SOV ainda variam muito entre as doadoras, o que está 

relacionado ao hormônio utilizado, à sua dose e pureza, à raça, à nutrição e, 

notoriamente, à variação individual dos animais (SCHERZER et al., 2008; 

SARTORI et al., 2009). Cerca de 25% das fêmeas escolhidas como doadoras 

não produzem nenhum embrião transferível em resposta à SOV, 25% 
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respondem muito bem (≥ 10 embriões viáveis) e as demais, 50% respondem 

de maneira intermediária. Uma boa parcela do grupo de doadoras que não 

respondem, pode produzir embriões se adequando os protocolos conforme a 

individualidade da cada doadora (SARTORI et al., 2009). 

Os fatores de variabilidade de resposta à SOV mais importantes são 

ligados ao animal e ambiente, principalmente, ao estado nutricional, histórico 

reprodutivo, idade, época do ano, raça e estado ovariano no momento do 

tratamento hormonal (MAPLETOFT, 2006). Repostas superovulatórias 

inconsistentes têm sido associadas à assincronia entre a maturação folicular e 

ovocitária, ocasionando falhas na fecundação. Adicionalmente, o perfil 

esteirodogênico nos folículos durante o período pré-ovulatório resulta em 

ovulações prematuras durante o tratamento com FSH; podendo originar CLs 

prematuros que secretam baixos níveis de progesterona no momento do estro, 

inibindo o pico de LH e as ovulações (BARROS & NOGUEIRA, 2001). 

Entretanto isto pode ser evitado através do uso de dispositivos de progesterona 

no protocolo superovulatório. Além disso, há indícios de comprometimento do 

transporte espermático e captura dos ovócitos pelas fímbrias da tuba uterina ao 

se utilizar protocolos hormonais. 

Apesar dos avanços no conhecimento da fisiologia reprodutiva e na 

purificação dos hormônios utilizados atualmente na SOV, em termos gerais, os 

resultados de produção embrionária não diferem muito daqueles obtidos 20 

anos atrás (HASLER, 2006). Esta realidade é o reflexo de baixos resultados 

obtidos com embriões criopreservados, diminuindo a chance de disseminar o 

material genético de animais de alto valor. Neste sentido há necessidade da 

otimização de técnicas de criopreservação que venham atender a demanda da 

produção de embriões in vivo. 

 
   2.2 Criopreservação de embriões bovinos 
 

Da totalidade dos embriões obtidos pela transferência convencional no 

Brasil (81.114 embriões), 12% são criopreservados pelo método de congelação 

lenta (dados de 2006, VIANA & CAMARGO, 2007). Entretanto, dados de 

embriões vitrificados são escassos, pelo fato do baixo número de embriões 
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vitrificados transferidos a campo e por não se relatar a transferência destes 

embriões, pelos técnicos. 

O cenário mundial apresenta predomínio de transferências realizadas a 

fresco, sendo porcentagens maiores que 80% para embriões produzidos in vivo 

e acima de 95% para embriões oriundos da produção in vitro. Tal fato se deve 

principalmente aos resultados insatisfatórios obtidos de embriões zebuínos 

congelados convencionalmente, diferindo de embriões taurinos (VIANA & 

CAMARGO, 2007).  

Embriões de Nelore apresentam alterações significativas durante o 

processo de criopreservação. Visintin et al. (2002) relataram a presença de 

sinais de degeneração e morte de células embrionárias em embriões 

vitrificados ou congelados, ao serem comparados com embriões frescos. Além 

disso, durante a rápida congelação e vitrificação, os embriões provenientes de 

vacas holandesas exibiram melhores características morfológicas do que 

embriões de Nelore (VISINTIN et al., 2002). Estes resultados concordam com 

Zanenga (1993) que mostrou comportamento homogêneo durante o processo 

de congelação para embriões Bos taurus. Por outro lado, embriões Bos indicus 

variaram sua qualidade após descongelação, resultando em menores taxas de 

prenhez. Apesar disso, Lopatarova et al. (2002) comentam que a 

criopreservação de embriões tem sido um método utilizado na transferência 

comercial, principalmente pelo fato das taxas de sobrevivência serem próximas 

às dos embriões frescos. Há, inclusive, relatos de taxas de prenhez de 40 a 

55% para embriões transferidos pós-vitrificação (LAZAR et al., 2000; MASSIP, 

2001), entretanto estes trabalhos utilizaram um número baixo de animais. 

A criopreservação simplifica o transporte e comercialização de material 

genético; reduz os custos com o processo de aquisição de animais, diminui os 

riscos de doenças; evita a perda de animais durante o transporte (GUIGNOT et 

al., 2006); alivia o problema da disponibilização de receptoras, através da 

criopreservação dos embriões colhidos excedentes ao número de receptoras e 

facilita a formação de bancos de germoplasma para preservar determinadas 

espécies ou raças (SILVA & METELO, 2005). 

O método de criopreservação de embriões de mamíferos foi 

desenvolvido durante a década de 70 para camundongos e bovinos. Desde 

então, testes são realizados para criopreservar embriões de diversas espécies 
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e raças, bem como de diferentes estágios de desenvolvimento e para aqueles 

considerados mais sensíveis como os produzidos in vitro, clonados ou 

biopsiados (MASSIP, 2001). 

As baixas temperaturas utilizadas na preservação de embriões têm a 

finalidade de manter o metabolismo celular em estado de quiescência, 

conseqüentemente, a atividade enzimática intracelular envolvida no 

metabolismo e respiração celular é estagnada, permitindo a conservação de 

células e tecidos por tempo indeterminado (GREEN, 2007). 

O princípio fundamental da criopreservação se baseia na necessidade 

de remoção máxima de água das células antes da congelação, evitando a 

formação de grandes cristais de gelo que resultam em diversos danos 

intracelulares. O crioprotetor permeável (baixo peso molecular) promove esta 

desidratação das células embrionárias através da diminuição do ponto de 

solidificação e a formação de gelo extracelular se inicia entre -5ºC e -15ºC, 

porém as células continuam descongeladas e super resfriadas. O gelo 

extracelular formado provoca aumento da concentração de solutos fora do 

embrião. Deste modo, as células se desidratam até que as concentrações 

totais de solutos dentro e fora estejam em equilíbrio, o qual é atingido quando o 

embrião retorna ao seu volume anterior em meio isotônico (PALASZ & 

MAPLETOFT, 1996; GREEN, 2007).  

Os crioprotetores permitem que o ponto de congelação do meio seja 

abaixado do ponto de congelação da água. Deste modo, em temperaturas 

menores que -20ºC, as soluções podem sofrer um super-resfriamento, sem a 

formação de gelo, impedindo a desidratação celular adequada. Com isso, 

grandes cristais de gelo podem se formar intra e extracelularmente. Neste 

sentido, a indução de cristalização (“seeding”) é necessária e realizada entre -

5ºC e -7ºC para evitar a formação de gelo pré-congelação (PALASZ & 

MAPLETOFT, 1996; GREEN, 2007). 

Os agentes crioprotetores podem ser classificados em: de baixo peso 

molecular (PM) e permeáveis; de baixo PM e não permeáveis e de alto PM e 

não permeáveis. Os permeáveis de baixo PM são solutos orgânicos capazes 

de atravessar a membrana plasmática, conferindo proteção das organelas, 

durante o resfriamento e descongelação (BEGIN et al., 2003). Além disso, por 

substituírem osmoticamente a água intracelular nas células embrionárias, antes 
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da congelação, reduzem as alterações de volume e formação de cristais de 

gelo intracelulares. Esta habilidade de atingir o meio intracelular está ligada ao 

baixo PM do crioprotetor. Os mais comumente utilizados são metanol (PM: 

32,0), etilenoglicol (EG, PM: 62,1), 1,2 propanadiol (PM: 76,1), dimetilsulfóxido 

(DMSO, PM: 78,1), 2,3 butanadiol (PM: 90,1), glicerol (PM: 92,1) e outros 

alcoóis (PALASZ & MAPLETOFT, 1996). 

Os crioprotetores extracelulares, sejam os de baixo (galactose, PM: 

180,2; glicose, PM: 181,1; sucrose, PM: 342,3; trealose, PM: 378,3 e outros 

açúcares) ou de alto PM (> 50000 dáltons, como polivinilpirrolidona, PVP; 

álcool polivinil, dentre outros polímeros) são macromoléculas e açúcares não 

permeáveis cujas funções são reduzir a formação de gelo, facilitar a 

desidratação das células antes da congelação, proteger a integridade da 

membrana celular e auxilar na reidratação celular (PALASZ & MAPLETOFT, 

1996; MASSIP, 2001). 

A concentração e a composição do crioprotetor, e o procedimento de 

descongelação são fatores que influenciam na sobrevivência dos embriões 

(SILVA & METELO, 2005). Além disso, a eficiência da proteção celular pode 

ser aumentada, durante a congelação/vitrificação, através da combinação de 

crioprotetores de baixo PM permeáveis e não permeáveis, pelo fato deste 

último reduzir a concentração dos crioprotetores intracelulares, diminuindo a 

toxicidade celular (PALASZ & MAPLETOFT, 1996; MASSIP, 2001). Entretanto, 

os crioprotetores podem levar a toxidade química e osmótica das células, 

provocando alterações em macromoléculas. Os embriões, quando em contato 

com EG, sofrem rápida contração e expansão, como resultado das mudanças 

na osmolaridade do meio com crioprotetor. Este choque osmótico é 

responsável por parte das lesões embrionárias (SILVA & METELO, 2005). 

Alterações ultra-estruturais também são relatadas em embriões 

criopreservados, tais como defeitos nas microvilosidades da membrana 

plasmática, edema de mitocôndria, acúmulo de debris celulares e redução nas 

junções de contato entre as células do trofoblasto (FAIR et al., 2001). 
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2.2.1 Congelação lenta 
 

A congelação lenta consiste em um processo físico em que as células 

embrionárias são desidratadas progressivamente através da ação de soluções 

crioprotetoras, provocando decréscimo no ponto de congelação da célula, 

limitando assim a formação de cristais de gelo intracelular (MASSIP, 2001). As 

taxas de prenhez com embriões produzidos in vivo congelados podem alcançar 

60 a 70% (SOMMERFELD & NIEMANN, 1999). 

Primeiramente, a técnica foi desenvolvida para embriões de 

camundongos por Wittingham, em 1971. Posteriormente, em 1973, foi aplicada 

a embriões bovinos produzidos in vivo (revisado por MASSIP, 2001), sendo 

que, atualmente, a maioria dos embriões de mamíferos é criopreservada por 

este método. São utilizados crioprotetores de permeabilidade lenta e em baixas 

concentrações, induzindo a cristalização, controlando a taxa de resfriamento 

lenta (0,2ºC a 2,0ºC/min) até -30ºC a -70ºC e imergindo em nitrogênio líquido (-

196ºC). A descongelação é de forma controlada (250ºC/min) também 

(MASSIP, 2001). 

Esta técnica expõe os embriões a várias fases de congelação, sofrendo 

interferência de fatores físicos, químicos e biológicos. Tais efeitos podem 

resultar em lesões na zona pelúcida, membranas celulares, citoesqueleto e 

distúrbios metabólicos, ocasionando perda do controle celular e eventualmente 

apoptose ou necrose. Estas alterações estão ligadas à formação de cristais 

intracelulares que ocorrem sob condições específicas de congelação e 

descongelação (FAIR et al., 2001).  

 

2.2.2 Vitrificação 
 
A vitrificação, por longo tempo, tem sido uma alternativa aos métodos 

convencionais de criopreservação, cujo primeiro uso para embriões de 

mamíferos foi em 1985, feito por Rall e Fahy e posteriormente, 1986 e 1989 por 

Massip e colaboradores. Este procedimento envolve o uso de crioprotetores 

mais concentrados com a finalidade de aumentar a viscosidade dos meios intra 

e extracelulares e uma taxa de resfriamento de 20000 a 25000ºC/min ou mais. 

Desta forma, permite a passagem do conteúdo embrionário do estado líquido 
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ao estado vítreo (gel amorfo) sem a formação de cristais de gelo intra e 

extracelularmente (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 1995; 

DOBRINSKY, 2002; LOPATAROVA et al., 2002; SILVA & METELO, 2005). 

Devido às altas concentrações dos crioprotetores utilizadas nesta 

técnica, pode-se observar efeito de toxicidade ao embrião. Entretanto, tal fato 

pode ser minimizado pela exposição rápida aos crioprotetores e às altas taxas 

de resfriamento, proporcionando passagem direta pela zona perigosa de 

resfriamento entre +15ºC e -5ºC (VAJTA et al., 1998; VISINTIN et al., 2002).  

As soluções de diluição comumente utilizadas na vitrificação possuem 

alta osmolaridade para prevenir a rápida reidratação que leva ao edema e 

lesões celulares, devido ao influxo de água ser mais rápido do que o efluxo do 

crioprotetor (VAJTA et al., 1998). A reidratação e a perda do crioprotetor 

ocorrem simultaneamente enquanto os embriões são expostos a soluções com 

concentrações decrescentes até que as condições isosmóticas sejam 

restabelecidas (EL-GAYAR et al., 2008). Deste modo, na vitrificação, os efeitos 

osmóticos e tóxicos ao aquecimento dos embriões criopreservados são 

minimizados pela imersão da palheta contendo o embrião na solução de 

desvitrificação (LOPATAROVA et al., 2002). 

Existem diversas técnicas de vitrificação, tais como: grades de 

microscopia eletrônica, capilares de vidro, palhetas abertas (open pulled straw, 

OPS), “cryoloops” (alça de “nylon” com fina camada de solução de vitrificação), 

superfície sólida (vitrificação dos ovócitos/embriões em contato direto com uma 

superfície sólida resfriada a -150ºC a -180ºC) e “cryotop” (vitrificação realizada 

na superfície de uma haste de plástico). Estas metodologias são usadas para 

reduzir o volume da solução de vitrificação onde os ovócitos ou embriões ficam 

contidos (BEGIN et al., 2003).  

A vitrificação em OPS foi originalmente desenvolvida por Vajta et al. 

(1997) para embriões bovinos e é amplamente utilizada. Baseia-se na redução 

do diâmetro e da espessura da parede para aproximadamente a metade do 

tamanho original das palhetas de 0,25 mL. Desta forma há o aumento da 

relação área de superfície e volume, obtendo-se pequena quantidade de meio 

envolvendo o embrião (cerca de 1 a 2 μL), e uma aceleração na taxa de 

resfriamento para mais de 10 vezes (acima de 20000ºC/min), comparada à da 

palheta regular (2500ºC/min), quando se faz a imersão das palhetas em 
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nitrogênio líquido, e menores danos tóxicos e osmóticos são observados 

(VAJTA et al., 1998; DOBRINSKY, 2002).  

Através do uso da OPS, há o risco de contaminação do embrião pelo 

contato direto com o nitrogênio líquido. Entretanto, isto pode ser eliminado pela 

filtragem do nitrogênio em filtros com poros de 0,2 µm de tamanho; realização 

da vitrificação em vapor de nitrogênio concentrado (-170ºC); fechamento das 

extremidades da palheta, ou mesmo, a lavagem repetitiva dos embriões 

desvitrificados em meio de cultivo reduzindo a chance de contaminação (KONG 

et al., 2000; LOPATAROVA et al., 2002).  

A vitrificação é empregada principalmente para embriões produzidos in 

vitro, pois estes são mais sensíveis a diminuição de temperaturas do que os 

produzidos in vivo (SOMMERFELD & NIEMANN, 1999). Apesar de pouco 

difundida a campo, alguns estudos demonstraram que esta técnica de 

criopreservação pode ser utilizada com sucesso para embriões bovinos sem 

redução significativa nas taxas de prenhez (DOBRINSKY, 2002).  

Dattena et al. (2000) compararam a sobrevivência pós-transferência de 

embriões derivados de ovelhas superovuladas e de blastocistos produzidos in 

vitro vitrificados com glicerol e EG, em palhetas de 0,25 mL e embriões frescos. 

Não encontraram diferenças nas taxas de prenhez entre os embriões 

vitrificados e frescos. Da mesma forma, Ptak et al. (1999) não observaram 

diferença na taxa de prenhez quando compararam embriões de ovelhas 

produzidos in vitro frescos ou vitrificados, apesar da menor  taxa de nascimento 

encontrada para embriões vitrificados. 

Por outro lado, a vitrificação em OPS resultou em diminuição da taxa de 

prenhez para embriões ovinos vitrificados quando comparados com embriões 

não criopreservados transferidos, sendo tal efeito mais pronunciado em 

embriões produzidos in vitro (5%, 2/40 vs 54,3%, 19/35) do que nos 

desenvolvidos in vivo (50%, 5/10 vs 90%, 9/10; PAPADOPOULOS et al., 2002). 

Os resultados inferiores encontrados para embriões vitrificados podem 

ser explicados pelos seguintes achados: riscos de toxicidade atribuída a altas 

concentrações dos crioprotetores utilizados (SOMMERFELD & NIEMANN, 

1999); maiores alterações na ultra-estrutura pós desvitrificação, com sinais de 

danos osmóticos nas células embrionárias (DARVELID et al., 1994); redução 

drástica do número de células da massa interna celular, sem alterar as células 
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do trofectoderma em relação àquelas dos embriões frescos, sendo que os 

embriões vitrificados que levam a gestação a termo são aqueles que contêm 

quantidade suficiente de células na massa interna celular (GÓMEZ et al., 

2009); rompimento da zona pelúcida que é um fenômeno comum quando os 

embriões são rapidamente resfriados ou descongelados nas palhetas. 

Entretanto, Vajta et al. (1998) afirmam que com a vitrificação em OPS este tipo 

de defeito é raro de ocorrer, apesar do aumento nas taxas de resfriamento e 

desvitrificação.  

A otimização de técnicas de transferência direta de embriões bovinos 

vitrificados para receptoras é de fundamental importância por trazer uma maior 

praticidade, simplicidade e disseminar seu uso a campo e comercialmente, 

uma vez que reduz o tempo requerido para manipulação de embriões para 

transferência, elimina a necessidade de equipamento e treinamento técnico.  

Taxas de prenhez de embriões vitrificados transferidos diretamente são 

próximas ao método de remoção do crioprotetor previamente à transferência 

dos embriões em bovinos e ovelhas, respectivamente (LEWIS et al., 1999; 

GREEN et al., 2008a). Guignot et al. (2006) utilizando o método de 

transferência direta para embriões caprinos vitrificados em glicerol e EG 

observaram a mesma proporção de receptoras prenhes/transferidas em 

relação aos embriões submetidos à diluição antes da transferência, além disso, 

a taxa de nascimento foi maior para o grupo de embriões transferidos 

diretamente. 

 

2.2.3 Vitrificação versus congelação lenta de embriões 
 
Ao se comparar as duas técnicas de criopreservação, a vitrificação é 

considerada um procedimento simples, apesar de necessitar de um 

treinamento técnico mais aperfeiçoado. Além disso, menor tempo é requerido 

para equilíbrio das soluções de vitrificação e o embrião, perfazendo todo o 

procedimento menos de 25 min, sem necessitar de equipamento (VAN 

WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 1995; LOPATAROVA et al., 2002). Por 

outro lado, a congelação clássica possui duração de aproximadamente 60 a 90 

min e requer equipamento específico (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 

1995; LOPATAROVA et al., 2002). A utilização de pequenos volumes da 
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solução de vitrificação juntamente com a imersão direta da palheta no 

nitrogênio líquido proporciona um resfriamento extremamente mais rápido em 

relação à congelação, conseqüentemente espera-se a redução de fraturas 

celulares (BEGIN et al., 2003).  

Devido à diversidade de técnicas utilizadas para vitrificação e 

conseqüentemente a dificuldade na padronização destas, os resultados 

encontrados quando se compara à técnica de congelação convencional 

tornam-se difíceis de serem aplicados. Neste sentido, há relatos variáveis de 

taxa de prenhez e desenvolvimento embrionário in vitro para estas técnicas de 

criopreservação, além de encontrar escassa literatura comparando tais 

técnicas em embriões produzidos in vivo. 

No estudo de Lopatarova et al. (2002) foi demonstrada a mesma taxa de 

eclosão, avaliada pelo cultivo in vitro por 72 h, para embriões bovinos 

produzidos in vivo vitrificados em OPS ou congelados convencionalmente, 

independente do grau de qualidade. Entretanto, embriões expandidos 

apresentaram resultados melhores na vitrificação. 

Como Lopatarova et al. (2002) testaram o desenvolvimento de embriões 

provenientes de vacas superovuladas pós vitrificação em OPS e congelação, 

somente em condições in vitro; em 2006, Lopatarova e colaboradores 

avaliaram a taxa de sobrevivência destes embriões em receptoras. Entretanto, 

um baixo número de receptoras por grupo foi utilizado. As taxas de prenhez 

para embriões vitrificados ou congelados de diferentes estágios (mórula, 

blastocisto inicial e blastocisto expandido) bem como os de grau 1 e 2 

vitrificados não diferiram. 

Da mesma forma, Guignot et al. (2006) compararam a taxa de 

sobrevivência de embriões provenientes de cabras superovuladas, os quais 

foram submetidos à vitrificação em glicerol e EG ou à congelação lenta. Estes 

autores não observaram diferença entre as técnicas de criopreservação após a 

transferência para receptoras: 69% (18/26) vs 48% (14/29) para proporção de 

receptoras prenhes/transferidas e na taxa de nascimento, 45% vs 35% para 

embriões congelados e vitrificados, respectivamente. 

A viabilidade de embriões ovinos produzidos in vivo criopreservados 

pelo método de vitrificação em OPS ou congelação tradicional, comparando 

dois métodos (direto e indireto) de transferência dos embriões pós-
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aquecimento foi avaliada (GREEN et al., 2008a). A taxa de prenhez em 

receptoras inovuladas com embriões a fresco foi de 50%, sendo similar às 

taxas encontradas para embriões congelados (38,6%) e vitrificados (55,8%). 

No entanto, embriões vitrificados e inovulados pela técnica direta (57,1%) 

resultaram em maior taxa de gestação que os embriões congelados (34,8%, P 

= 0,07; GREEN et al., 2008a).  

Os embriões produzidos em cabras foram vitrificados em OPS e 

avaliados antes da transferência e não apresentaram defeito morfológico, 

enquanto que, os embriões congelados convencionalmente não alcançaram a 

completa re-expansão. As taxas de prenhez aos 40 dias e sobrevivência 

embrionária foram diferentes para embriões congelados (58%, 7/12 e 42%, 

10/24), respectivamente e para embriões vitrificados (100%, 14/14 e 64%, 

18/28; EL-GAYAR & HOLTZ, 2001). 

Dinnyés et al. (1996) avaliando a criotolerância de embriões bovinos 

produzidos in vitro relataram que a taxa de sobrevivência em 24 h de cultivo foi 

superada por blastocistos expandidos vitrificados (92%) em relação aos 

congelados (65%), apesar de que a taxa total de sobrevivência dos embriões 

criopreservados foi significativamente menor do que os embriões controle. 

Após 72 h de cultivo in vitro, a taxa de sobrevivência do grupo vitrificado foi 

numericamente maior, entretanto não houve diferença estatística quando 

comparado ao grupo congelado. Houve similaridade também para a taxa de 

eclosão dos grupos criopreservados. Estes autores observaram que a adesão 

dos embriões eclodidos dos grupos vitrificado e controle ao tapete celular foi 

menor que a adesão do grupo de embriões congelados, entretanto a 

proliferação da massa celular interna para os embriões presos à camada 

celular do meio de cultivo pode ser relacionada com sobrevivência embrionária. 

Por outro lado, embriões de ovelhas desenvolvidos in vitro foram 

vitrificados (propilenoglicol e glicerol) ou congelados (glicerol e sucrose) e 

posteriormente o desenvolvimento in vitro foi avaliado. Mórulas e blastocistos 

congelados (31% e 67%) mostraram maiores taxas de desenvolvimento do que 

os vitrificados (12% e 19%; De PAZ et al., 1994). 

Silva & Metelo (2005) relacionaram alterações físicas na zona pelúcida 

com a viabilidade de embriões bovinos produzidos in vitro submetidos à 

congelação lenta ou à vitrificação (utilizando EG, ficol e sucrose). Maior 
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viabilidade foi obtida para embriões provenientes do grupo de embriões 

frescos, seguida dos congelados e por último, dos embriões vitrificados. O 

número total de poros observados na zona pelúcida foi maior para embriões 

controle do que os do grupo dos congelados e vitrificados, apesar de que, os 

poros dos embriões vitrificados foram de tamanho menor. Isto foi associado 

com o comprometimento da viabilidade embrionária causado pela falha da 

barreira em proteger o embrião contra patógenos e pela menor interação entre 

células epiteliais maternas e embrionárias. 

 

   2.3 Ácidos graxos  
 

Os ácidos graxos poliinsaturados (AGP) possuem mais de uma ligação 

dupla na molécula e são classificados em três grupos com base na estrutura 

química: ômega-3 (n-3), ômega-6 (n-6) e ômega-9, sendo que a primeira ponte 

dupla está localizada nos carbonos 3, 6 e 9 , respectivamente. Os animais não 

sintetizam n-3 e n-6, por não terem as enzimas dessaturases apropriadas para 

inserir as duplas ligações na posição correta (STAPLES et al., 1998; WATHES 

et al., 2007). 

As principais famílias de ácidos graxos que afetam a fertilidade são n-3 e 

n-6. O ácido linoléico dietético, abundante nos óleos vegetais, é um dos 

representantes da família n-6 (WATHES et al., 2007), o qual é convertido em 

ácido aracdônico, precursor das prostaglandinas dienóicas, como a PGF2α. As 

mesmas enzimas, elongase e dessaturase, que atuam na conversão do ácido 

linoléico em aracdônico, também convertem o principal ácido graxo n-3, o ácido 

linolênico a ácido eicosapentaenóico (EPA), precursor das prostaglandinas 

trienóicas, como PGF3α. Há uma competição entre precursores n-3 e n-6 para 

dessaturação e elongação e pelo sítio da enzima prostaglandina endoperóxido 

sintetase (PGHS), assim o aumento de ácidos graxos n-3, na dieta diminuirá a 

produção de prostaglandina dienóica (PETIT et al., 2002; WATHES et al., 

2007). Por outro lado a produção de PGF2α pode ser aumentada ao se 

produzir mais ácido aracdônico (STAPLES et al., 1998). 

O ácido linoléico também inibe a síntese de PGF2α por um mecanismo 

de competição com ácido aracdônico em se ligar à enzima PGHS, a qual é 

requerida para a conversão de ácido aracdônico à PGF2α. Além disso, o ácido 
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linoléico pode ser convertido em EPA quando há excesso de ácido linoléico, 

provocando redução na síntese de prostaglandinas das séries 1 e 2 (STAPLES 

et al., 1998; THATCHER & JENKINS, 2002; RAES et al., 2004; WATHES et al., 

2007). A este efeito negativo do ácido linoléico na síntese de PGF2α, 

associam-se também reduções nas concentrações de estradiol intrafolicular e 

plasmática, refletindo nas concentrações de prostaglandinas (RAES et al., 

2004). 

 

   2.4 Gordura protegida ruminal 
 
O fluxo de ácidos graxos é menor do que a ingestão, devido à 

porcentagem de hidrogenação ruminal, ou seja, saturação dos ácidos graxos 

insaturados da dieta, que representa cerca de 80% para o ácido linoléico e 

92% para o linolênico (DOREAU & CHILLIARD, 1997; RAES et al., 2004). 

Através deste processo, os microrganismos incorporam os ácidos graxos em 

sua composição lipídica (STAPLES et al., 1998). 

Numerosas tentativas foram feitas para limitar os efeitos da 

hidrogenação de lipídios no rúmen e seus distúrbios na digestão dos 

carboidratos, através de diferentes técnicas de proteção da gordura, tais como, 

métodos de proteção natural (óleo de sementes); tratamentos químicos por 

formaldeído e sais de cálcio (saponificação) para encapsulação da gordura e 

tratamento físico através do aumento do ponto de fusão ou diminuição da 

granulometria da gordura. Uma dessas técnicas, elaborada em 1984, foi a 

associação de cálcio e ácidos graxos, comumente chamada de sais, como 

exemplo, o Megalac® (DOREAU & CHILLIARD, 1997). 

Este produto é uma gordura granular composta de sais de cálcio de óleo 

de palma ou de soja e contém ácidos graxos saturados, tais como ácidos 

graxos palmítico (óleo de palma), esteárico e poliinsaturados de cadeia longa, 

como o linoléico e linolênico (ARM & HAMMER, s. d.; FUNSTON, 2004). Esta 

gordura protegida é obtida a partir de ácidos graxos de cadeia longa que ficam 

livres no processo de cisão dos triglicérides de óleos vegetais. Estes ácidos 

graxos reagem com sais de cálcio, formando um sal, popularmente conhecido 

como sabão de cálcio (ARM & HAMMER, s. d.). Este tipo de gordura, por ser 

um produto altamente estável em água e alta temperatura, somente é digerido 
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no animal, em meio ácido. No rúmen, o meio é ligeiramente ácido (pH = 6,2), o 

que faz com que ele permaneça inalterado. Ao chegar ao abomaso, cujo meio 

é extremamente ácido (pH = 2 e 3), ocorre o desdobramento do Megalac® com 

a liberação dos ácidos graxos e íons de cálcio para o intestino, que serão 

absorvidos e levados pela corrente sangüínea (ARM & HAMMER, s. d.). 

A suplementação da dieta com gorduras protegidas ajuda a repor os 

ácidos graxos essenciais (linoléico e linolênico) perdidos, importantes no 

desempenho reprodutivo por terem diversas ações tais como: são precursores 

das prostaglandinas (ARM & HAMMER, s. d.; PETIT et al., 2002) e agem no 

corpo lúteo, ovócitos e embriões e na secreção de LH e de hormônios 

esteróides (STAPLES et al., 1998; MATTOS et al., 2004; WATHES et al., 

2007). 

 

   2.5 Efeito dos Ácidos Graxos 
 

2.5.1 Puberdade, estação de monta e pré-parto 
 

Em alguns estudos relatados por Raes et al. (2004) foi observado um 

maior número de novilhas entrando em puberdade no começo da estação de 

monta, quando receberam dietas isoenergéticas e ricas em ácidos graxos. 

Talvez pelo fato dos ácidos graxos circulantes no sangue estimularem os 

neurônios que sensibilizam aqueles produtores de GnRH (SENGER, 1999). 

Bagley (1993) mencionou também que novilhas alimentadas com baixa energia 

na dieta tiveram maior idade à puberdade e menores níveis de progesterona do 

que aquelas que receberam dieta com alta quantidade de energia. Block et al. 

(2003) alimentaram bezerras holandesas de 3 a 5 meses de idade com ração 

suplementada com sais de cálcio de gordura de palma ou ácido linoléico 

conjugado e o tipo de gordura não teve efeito na idade à puberdade. Há 

poucos estudos com suplementação com ácidos graxos para novilhas, pois em 

geral, as novilhas dos experimentos estão num plano nutricional adequado e 

desenvolvem ótimo peso. Apesar disso, geralmente possuem uma boa reposta 

à suplementação. 

Em relação à suplementação de ácidos graxos em dietas isoenergéticas, 

antes da estação de monta foi observado o aumento do número de vacas 
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ciclando no começo deste período (RAES et al., 2004). A gordura fornecida na 

dieta de vacas prenhes também influenciou na composição de ácidos graxos 

do líquido amniótico e na membrana lípídica do intestino do feto, em ratos 

(CLANDININ et al., 1991). Dietas lipídicas fornecidas no pré-parto melhoraram 

a sobrevivência de bezerros no parto. Isto ocorre devido ao aumento na 

atividade do tecido adiposo marrom que é essencial à regulação da 

temperatura dos recém-nascidos (LAMMOGLIA et al., 1999). 

 

2.5.2 Prenhez 
 

Vários estudos relatados por Thatcher & Jenkins (2002) mostraram que 

vacas lactantes suplementadas com Megalac® em dietas isoenergéticas 

obtiveram maiores taxas de concepção do que aquelas que não foram 

suplementadas. Da mesma forma, Ferguson et al. (1990), Sklan et al. (1991), 

Scott et al. (1995) e Garcia-Bojalil et al. (1998) relataram que vacas de leite 

suplementadas com Megalac® (8% de ácido linoléico) na lactação 

apresentaram melhorias na concepção. Outros pesquisadores (RAES et al., 

2004) trabalhando com suplementação de gordura para vacas no pós-parto 

observaram menor tempo para reinício da ciclicidade e melhores taxas de 

concepção. 

Petit et al. (2002) estudaram os efeitos dos tipos de gorduras ricas em 

ácidos graxos n-3 (Megalac®; linhaça tratada com formaldeído; uma mistura de 

óleo de peixe e linhaça tratada com formaldeído e um grupo alimentado com 

concentrado sem gordura, mas receberam 500 g por dia de óleo de linhaça 

infundida no duodeno) na secreção de prostaglandina em vacas lactantes. 

Observaram que o aumento da proporção de ácidos n-3 em relação aos n-6 

diminuiu a síntese de PGF2α. Os efeitos positivos das gorduras na função 

reprodutiva ocorrem devido ao aumento no balanço energético, aumento nas 

concentrações de colesterol e progesterona plasmáticos, mudanças na 

dinâmica folicular e alterações na secreção de prostaglandina. Neste 

experimento, as vacas tiveram ingestão de matéria seca, produção de leite e 

peso corporal similares, sugerindo que o balanço energético não foi o 

responsável pelos efeitos. A concentração do metabólito da PGF2α, PGFM, 

quando se aplicou ocitocina, foi menor para vacas submetidas às dietas com 
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ácido linolênico, o que pode ter contribuído para maiores taxas de gestação, 

através da redução da luteólise e aumento do diâmetro do corpo lúteo de vacas 

que receberam quantidade moderadas de ácidos graxos n-3. 

As taxas de concepção 24 dias pós-IA foram maiores para vacas de leite 

suplementadas com ácido linolênico do que linoléico, mostrando uma alta taxa 

de sobrevivência embrionária inicial e menor perda de prenhez para vacas 

alimentadas com linhaça (AMBROSE et al., 2006). 

Lopes et al. (2007) em um experimento realizado no Brasil, avaliaram os 

efeitos da adição de gordura protegida ruminal, Megalac-E® (sal de cálcio de 

ácidos graxos de cadeia longa, com 40% de ácido linoléico) à suplementação 

mineral protéica na resposta reprodutiva de primíparas Nelores a pasto por 31 

dias, após a Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF). Para isto, 

distribuíram os animais em dois grupos: um recebendo suplementação mineral 

protéica e Megalac-E® (n = 200) e um grupo controle recebendo 

suplementação mineral protéica sem Megalac-E® (n = 211), porém as dietas 

não foram isoenergéticas. As vacas foram submetidas ao protocolo de IATF e 

os bezerros foram removidos por 48 h e retornaram após IATF. O índice de 

concepção das primíparas suplementadas com Megalac-E® foi superior 

(56,5%) ao grupo não suplementado (45,6%). Os autores acreditam que este 

resultado foi devido ao papel do ácido linoléico em suprimir a síntese de PGF2α 

no útero e conseqüentemente prevenir a morte embrionária. Durante o 

experimento, os bezerros tiveram acesso ao cocho com a suplementação 

mineral protéica, e foi observado aumento numérico no ganho de peso dos 

bezerros das primíparas suplementadas com Megalac-E® (27,4 Kg contra 16,9 

Kg dos bezerros que não tiveram acesso à suplementação com Megalac-E®). 

Estes dados sugerem que há necessidade de experimento para se avaliar o 

efeito da suplementação com Megalac-E® na produção de leite em vacas de 

corte e no ganho de peso dos bezerros. 

Posteriormente, foi realizado outro experimento para avaliar o efeito de 

duas dietas isoenergéticas contendo dois tipos de gorduras protegidas 

(Megalac-E®, predominância de ácido graxo linoléico ou Megalac®, ácido graxo 

saturado) na taxa de prenhez em vacas Nelores (n = 583), as quais receberam 

tais dietas do dia da IA até o diagnóstico de gestação (28 dias pós IA). Para os 

animais alimentados com Megalac-E® observou-se maior aumento na taxa de 
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prenhez (48,2%, 81/168) do que os suplementados com Megalac (33,9%, 

58/177; P < 0,05) e mineral protéico (26,4%, 63/238; P < 0,01); tal resultado 

pode ser explicado pela diferença no perfil de ácidos graxos entre os 

tratamentos (LOPES et al., 2008). 

Dieta com semente de girassol foi fornecida a vacas Nelores pós-parto 

(n = 133) do momento da IA até 22 dias após o protocolo e observou-se 

aumento de 20,4% na taxa de concepção e redução na mortalidade 

embrionária para vacas que receberam esta dieta. Provavelmente, a semente 

de girassol por ser rica em ácido linoléico, limitou a síntese de PGF2α (PERES 

et al., 2008). 

Adicionando Megalac-E® à suplementação mineral protéica de 

receptoras mestiças (n = 288) do início do protocolo de sincronização até o 52º 

dia após a transferência de embriões, houve acréscimo na taxa de concepção 

de 12% (48,7% vs 36,7%) em relação ao grupo controle (n = 207; 

RODRIGUES JUNIOR, 2008). 

O incremento encontrado nas taxas de concepção e prenhez pode estar 

ligado a alterações causadas pelos AGP que influenciam a dinâmica ovariana, 

bem como a viabilidade ovocitária, proporcionada pela ovulação de um folículo 

maior ou mesmo à atenuação da secreção de PGF2α, durante o período de 

reconhecimento materno-fetal ou envolvimento direto dos ácidos graxos em 

mecanismos embriotróficos (AMBROSE et al., 2006). 

Staples et al. (1998) apresentaram alguns efeitos negativos da 

alimentação com gordura inerte na atividade ovariana, como maior incidência 

de vacas no anestro, cisto e a não manifestação de estro. Entretanto, estes 

achados foram relatados em um número pequeno de trabalhos e podem estar 

associados à alta produção de leite. 

Por outro lado, a infusão de ácido graxo linoléico em novilhas pós-parto 

não influenciou retorno à ciclicidade, taxa de prenhez ou intervalo de partos, 

apesar de resultar em concentrações de ácido linoléico mais altas e em 

aumento da capacidade de produção de PGF2α (FILLEY et al., 1999). Spicer et 

al. (1993) também observaram que dietas controle ou com gordura não 

afetaram o intervalo de ovulações ou estros, no pós-parto. A taxa de prenhez 

aos 28 ou 45 dias pós IA não diferiu para vacas de leite que receberam dietas 
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ricas em ácidos graxos n-9 cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, 

linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, linolênico; BILBY et al., 2006a). 

A maioria dos estudos apresentados por Staples et al. (1998) relata 

efeito positivo da suplementação de gordura nas taxas de concepção e 

prenhez. Entretanto, a suplementação com sementes de linhaça (rica em ácido 

graxo linolênico), girassol (composta de ácido graxo linoléico) ou controle por 

25 dias antes do início do programa de sincronização até 50 dias após não 

influenciou na taxa de prenhez. Talvez, pelo não processamento das sementes 

oleaginosas, ocasionando absorção insuficiente de ácidos graxos para 

provocar efeito na reprodução (COLAZO et al., 2004). 

A grande variedade de resultados na taxa de concepção encontrada na 

suplementação de AGP pode ser explicada por falha de delineamento 

experimental, principalmente no que diz respeito ao número insuficiente de 

animais utilizados (WATHES et al., 2007). 

 

2.5.3 Concentração sanguínea de hormônios e outras substâncias 
 

Em revisão realizada por Raes et al. (2004) foi documentado o efeito dos 

suplementos lipídicos nas concentrações dos hormônios metabólicos. Alguns 

autores observaram que o consumo de óleos poliinsaturados de plantas 

aumenta as concentrações de insulina, GH, glicose, ácidos graxos não 

esterificados e IGF-1 (fator de crescimento semelhante à insulina), em vacas e 

novilhas de corte e leite. Entretanto, há autores que não encontraram 

diferenças nas concentrações destes hormônios em vacas e novilhas 

suplementadas com lipídios. 

Thomas et al. (1997) avaliaram a influência de dietas isoenergéticas com 

composições diferentes de ácidos graxos na concentração de insulina e GH, 

em vacas de corte. A dieta suplementada com AGP provocou aumento nas 

concentrações de insulina entre a segunda e sétima semanas de 

suplementação, em relação à dieta controle. Já as outras dietas, 

suplementadas com ácidos graxos saturados e altamente poliinsaturados 

aumentaram as contrações de insulina somente depois da sexta ou sétima 

semana de alimentação. Todas as dietas lipídicas elevaram a concentração de 

GH, colesterol e IGF-1 intrafolicular nos folículos grandes. Os autores 
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concluíram que o consumo de AGP estimula o crescimento folicular, devido ao 

aumento nas concentrações de substâncias envolvidas na foliculogênese.  

Childs et al. (2008a) em um estudo comparando diferentes níveis de 

AGP linolênico em dietas isoprotéicas e isoenergéticas fornecidas por 14 dias 

antes da sincronização do ciclo estral, em novilhas de corte, constataram 

aumento nas concentrações plasmáticas de IGF-1. Para todas as dietas, 

independente do nível de ácido linolênico, houve aumento da concentração do 

EPA e diminuição do linoléico no endométrio e no fluido folicular, mostrando 

que existe uma correlação forte e positiva entre as concentrações plasmática, 

folicular e endometrial de AGP.  

Valores de IGF-1 foram maiores para vacas alimentadas com dieta 

composta de ácido graxo linoléico, em comparação às concentrações de dietas 

controle e rica em linolênico. Porém, as concentrações de insulina não foram 

afetadas pela dieta (ROBINSON et al., 2002). 

Em outros trabalhos, entretanto, as concentrações de IGF-1 e GH não 

apresentaram diferenças para os grupos de vacas que foram submetidos à 

ovum pick up (OPU; aspiração folicular guiada por ultra-som) e receberam 

dietas ricas em ácidos graxos n-9 cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 

(18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, linolênico; BILBY et al., 2006a). Em 

estudo recente, Childs et al. (2008b) compararam dietas com ácido saturado ou 

AGP n-3, isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas por 50 dias antes do 

protocolo de superestimulação para novilhas de corte e não observaram 

diferenças nas concentrações de insulina e IGF-1 para ambos tratamentos. Da 

mesma forma, Thangavelu et al. (2007) não encontraram diferença nas 

concentrações de insulina, em vacas que receberam dieta rica em ácido 

linoléico, linolênico ou saturado. Ponter et al. (2006a) também não observaram 

efeito nas concentrações de insulina e IGF-1 para novilhas de leite 

suplementadas a base de soja (rica em ácido linoléico) ou linhaça (rica em 

ácido linolênico). E, em outro trabalho, a concentração de IGF-1 foi similar para 

vacas alimentadas com dietas controle ou com gordura (SPICER et al., 1993). 

Dieta lipídica rica em AGP dada a ovelhas anteriormente à concepção (4 

semanas) também não interferiu nas concentrações plasmáticas de insulina e 

IGF-1 (GREEN et al., 2008b). Da mesma forma, vacas que receberam dieta 

rica em gordura 14 dias antes da OPU não apresentaram diferenças nas 
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concentrações de GH, insulina, IGF-1 e leptina (FOULADI-NASHTA et al., 

2007). 

A concentração de PGFM produzida em resposta à aplicação de 

ocitocina no dia 15 do ciclo estral foi maior para novilhas de corte que 

receberam dieta com AGP n-6 comparada a de animais alimentados com dieta 

de AGP n-3 (CHILDS et al., 2008c). Para animais submetidos à dieta com 

ácido linolênico também foi observado este aumento em relação àqueles 

suplementados com dieta sem gordura protegida (CHILDS et al., 2008a). 

Além da suplementação lipídica com ácido linoléico afetar as 

concentrações de PGFM no plasma, Scholljegerdes et al. (2007) observaram 

que os AGP alteram a composição de ácidos graxos no hipotálamo, tecido 

uterino e oviduto, sendo que este último demonstrou ser o mais sensível à dieta 

com ácido linoléico, podendo ter potencial para influenciar na fertilidade.  

A suplementação lipídica pode aumentar as concentrações plasmáticas 

de esteróides em bovinos, através da ação direta dos AGP no aumento da 

pulsatilidade de LH, no tamanho do folículo pré-ovulatório, no metabolismo 

hepático, nas concentrações plasmáticas de colesterol e IGF-1, no conteúdo 

lipídico das células luteais e na modulação da síntese de prostaglandina 

(HIGHTSHOE et al.,1991; RYAN et al., 1992; HAWKINS et al.,1995; THOMAS 

et al., 1997; STAPLES et al., 1998; PETIT et al., 2002; ROBINSON et al., 2002; 

RAES et al., 2004; CHILDS et al., 2008a.) 

Suplementação de gordura provoca aumento de colesterol e da 

lipoproteína que o carreia. Isso se deve, provavelmente, à necessidade de se 

aumentar a absorção de ácidos graxos e conseqüente transporte destes. Além 

disso, alguns artigos sugerem que a concentração adicional de colesterol 

provocada pela alimentação com gordura pode aumentar a síntese de 

progesterona pelas células foliculares e luteias (STAPLES et al., 1998). 

Entretanto, alguns trabalhos não mostraram aumento da concentração sérica 

do colesterol coincidindo com maiores concentrações de progesterona 

(STAPLES et al., 1998). 

Como o colesterol é um precursor para síntese de progesterona, o 

aumento nas concentrações circulantes deste lipídio (RYAN et al., 1992; 

HAWKINS et al.,1995; THOMAS et al., 1997; ROBINSON et al., 2002) pode 

levar a um incremento na síntese de progesterona (RYAN et al., 1992; SPICER 
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et al., 1993; RAES et al., 2004; PETIT & TWAGIRAMUNGU, 2006; ADAMIAK 

et al., 2006; FOULADI-NASHTA et al., 2007), o que está associado a melhores 

taxas de concepção, em ruminantes.  
A suplementação com AGP n-3 ou n-6 aumentou a concentração de 

colesterol (CHILDS et al., 2008ac), porém o diâmetro do CL e as 

concentrações plasmáticas dos esteróides, em novilhas de corte 

suplementadas foram similares (CHILDS et al., 2008c). Por outro lado, 

Ambrose et al. (2006) não encontraram diferença no tamanho do CL e nas 

concentrações de colesterol e progesterona para grupos de animais que 

receberam dietas enriquecidas com ácido linoléico ou linolênico, apesar de que 

o folículo ovulatório foi maior para vacas submetidas à dieta com ácido 

linolênico.  

Novilhas de corte submetidas a dietas isoenergéticas e isoprotéicas 

ricas em lipídios (óleo de soja) não tiveram as concentrações de estradiol 

afetadas no fluido folicular em relação ao grupo que foi alimentado com dieta 

sem a adição de gordura, porém apresentaram maiores concentrações de 

progesterona e aumento da capacidade da granulosa em produzir 

progesterona (RYAN et al., 1992). 

Os suplementos lipídicos enriquecidos com ácidos graxos n-9 cis (18:1c, 

oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, 

linolênico) não interferiram nas concentrações circulantes de progesterona no 

começo da sincronização ou durante as sessões de OPU, apesar das dietas 

tratamentos terem afetado os volumes dos CLs (BILBY et al., 2006a). 

A secreção de LH e desenvolvimento folicular são regulados pelo estado 

energético do animal. A energia fornecida pelos ácidos graxos aumenta a 

secreção de LH e de glicose e esta pode contribuir na liberação de LH. Ambos 

estimulam o crescimento do folículo pré-ovulatório e aumentam o tamanho 

deste, resultando na formação de um CL maior com capacidade 

esteroidogênica maior e, conseqüentemente produção de progesterona mais 

alta e melhores taxas de concepção (RAES et al., 2004). 

Hightshoe et al. (1991) encontraram maiores concentrações de 

colesterol e LH em vacas alimentadas com dietas suplementadas com gordura. 

Estes autores acreditam que os lipídios provocam diminuição de estradiol e 
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conseqüente diminuição no feedback negativo à adenohipófise e aumento da 

secreção de gonadotrofinas, como o LH.  

Vacas alimentadas com dietas ricas em linoléico ou linolênico possuíam 

maior folículo pré-ovulatório e subseqüente maior CL, entretanto a 

concentração de progesterona foi similar e não houve alteração na qualidade 

ovocitária e embrionária (BILBY et al., 2006a). No entanto, um tamanho 

aumentado do CL em fêmeas alimentadas com AGP não parece ser somente 

devido à ovulação de um folículo de maior tamanho. Pode estar associado a 

um efeito direto luteotrófico. Na avaliação de microscopia eletrônica, revelou-se 

maior conteúdo lipídico nas células luteais de novilhas alimentadas com sais de 

cálcio de óleo de palma (HAWKINS et al., 1995). Além disso, pela redução na 

síntese de prostaglandina no endométrio através da suplementação de AGP n-

3 há manutenção do CL e das concentrações de progesterona (WATHES et al., 

2007; LEROY et al., 2008) ou mesmo através da produção de PGE, um agente 

luteotrófico (WATHES et al., 2007).  

O tamanho do CL foi menor para vacas alimentadas com ácido linoléico 

comparado àquelas dos grupos suplementados com linolênico ou com óleo de 

palma, o que pode explicar a menor taxa de prenhez para o grupo com menor 

CL (PETIT & TWAGIRAMUNGU, 2006). 

Ao contrário dos resultados normalmente observados, a concentração 

de progesterona plasmática, no início da fase luteal, foi significativamente 

menor para vacas de leite que receberam dietas ricas em ácidos graxos n-3 ou 

n-6 do que o controle (ROBINSON et al., 2002). Ovelhas alimentadas com 

dieta lipídica rica em AGP tiveram menores concentrações plasmáticas de 

progesterona e não apresentaram diferença significativa no número de CL em 

relação aos animais que receberam dieta sem suplementação lipídica (GREEN 

et al., 2008b).  

O aumento da progesterona plasmática em vacas alimentadas com 

dietas suplementadas com gordura pode ser devido ao incremento na síntese 

ou redução na taxa de metabolismo deste esteróide, no fígado (STAPLES et 

al., 1998).  

Para testar o mecanismo pelo qual a inclusão de gordura na dieta 

aumenta a concentração de progesterona circulante, Hawkins et al. (1995) 

forneceram sais de cálcio de ácidos graxos de cadeia longa, iniciando 100 dias 
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antes do parto. A concentração de progesterona foi maior para novilhas de 

corte mantidas nesta dieta, porém as concentrações luteais de progesterona 

foram similares entre os grupos, indicando que não houve diferença na taxa de 

secreção de progesterona. Por outro lado, o tempo requerido para 

desaparecimento da metade da progesterona, após a ovariectomia diferiu, 

sugerindo que houve redução no clearance hepático, sendo o fator principal 

que contribuiu para aumentar as concentrações de progesterona, em vacas 

alimentadas com dieta rica em lipídios. Entretanto, não foi realizado um estudo 

de maneira precisa para calcular o volume de sangue disponível ao fígado 

nestas condições. 

Piccinato et al. (2009) observaram in vitro que ácidos graxos com 

cadeias de carbono de diferentes comprimentos diminuíram o metabolismo de 

esteróides. Entretanto, não houve repetição deste resultado in vivo, através da 

infusão de óleo de linhaça no abomaso, concordando com os resultados de 

Sartori et al. (2004) que também não comprovaram o efeito dos ácidos graxos 

na diminuição do metabolismo dos hormônios esteróides. 

Recentes observações mostram que a insulina plasmática reduz a 

atividade das enzimas hepáticas envolvidas no metabolismo de esteróides 

(LEMLEY et al., 2008), e pelo fato da dieta com gordura aumentar as 

concentrações de insulina plasmática (THOMAS & WILLIAMS, 1996), pode ser 

uma explicação para o conseqüente aumento nas concentrações plasmáticas 

de progesterona (LEMLEY et al., 2008). Além disso, os AGPs podem agir 

competindo com os substratos de ligação a enzimas hepáticas, inibindo desta 

forma a atividade de catabolismo dos esteróides, no fígado (YAO et al., 2006). 

O ácido aracdônico pode promover aumento da expressão da proteína 

STAR, que está envolvida na esteroidogênese, ou mesmo AGP podem regular 

a esteroidogênese da adrenal e ativar os receptores nucleares PPARs (gene 

ativador de receptores de peroxissomo), fator de transcrição que também está 

envolvido na síntese de esteróides nas gônodas (ROBINSON et al., 2002; 

WATHES et al., 2007). 
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2.5.4 Folículos ovarianos  
 

A suplementação dietética com AGP influencia a foliculogênese, 

promovendo o aumento no número de folículos e no tamanho do folículo 

dominante ou pré-ovulatório (WATHES et al., 2007).  

Trabalhos de diversos grupos de pesquisa relataram a influencia positiva 

de dietas com AGP no número de folículos pequenos (3 a 5 mm; BILBY et al., 

2006b; PONTER et al., 2006b); médios (6 a 9 mm; HIGHTSHOE et al., 1991; 

LUCY et al., 1991; WEHRMAN et al., 1991; RYAN et al., 1992; THOMAS & 

WILLIAMS, 1996; THOMAS et al., 1997; ROBINSON et al., 2002; BADER et 

al., 2005); e grandes (> 10 mm; HIGHTSHOE et al., 1991; STAPLES et al., 

1998). O aumento no número de folículos ocorreu paralelamente ao aumento 

nas concentrações de insulina, GH e IGF-1 no fluido folicular (RYAN et al., 

1992; THOMAS & WILLIAMS, 1996; BADER et al., 2005), os quais agem na 

foliculogênese. Estas diferenças no número de folículos foram observadas 

após 3 a 4 semanas de suplementação, sendo a máxima diferença após 6 e 7 

semanas. Gorduras de origem animal (predominantemente ácidos graxos 

saturados) também aumentam as concentrações de GH, em novilhas de corte, 

e elevam as concentrações plasmáticas de insulina e o número de folículos de 

tamanho médio mais lentamente do que fêmeas alimentadas com óleo de 

plantas. Já o tamanho do folículo dominante à aspiração, o número de corpos 

lúteos e as concentrações de progesterona não tiveram diferença entre 

tratamentos (THOMAS & WILLIAMS, 1996).  

O diâmetro do primeiro folículo dominante foi maior para vacas que 

receberam dieta rica em ácido graxo linoléico, sendo que as vacas 

suplementadas com linolênico possuíram diâmetro intermediário, em relação 

ao controle (ROBINSON et al., 2002). Vacas que receberam infusão de 

gordura, no abomaso também apresentaram maior tamanho do folículo 

dominante, além deste ter tido crescimento mais acelerado (STAPLES et al., 

1998). Da mesma forma, Staples et al. (2000) mostraram maior tamanho do 

folículo dominante para vacas de leite suplementadas com ácidos graxos 

poliinsaturados, em comparação às que receberam ácido oléico na dieta. O 

folículo pré-ovulatório foi maior para o grupo de animais que receberam ácidos 

graxos poliinsaturados (n-3 e n-6) na dieta do que o grupo controle (BILBY et 
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al., 2006a). O fornecimento de linhaça (ácido linolênico) também aumentou o 

tamanho do folículo ovulatório em relação aos animais suplementados com 

girassol (ácido linoléico; ROBINSON et al., 2002). Além disso, a concentração 

sanguínea pré-ovulatória de estradiol foi maior para as vacas que receberam 

dietas ricas em ácidos graxos n-3 do que aquelas alimentadas com dieta 

controle. Valores intermediários para vacas sob dieta rica em n-6, o que pode 

estar associada às concentrações de IGF-1 (ROBINSON et al., 2002) e às 

maiores concentrações de colesterol no fluido folicular e plasma (LEROY et al., 

2008). 

Por outro lado, Ambrose et al. (2006) e Petit & Twagiramungu (2006) 

não observaram diferença na quantidade de folículos pequenos, médios e 

grandes; e no tamanho do folículo dominante em vacas de leite suplementadas 

com dieta rica em ácido linoléico, linolênico ou saturado. Da mesma forma, em 

vacas de leite alimentadas com sais de cálcio de ácidos graxos linoléico e trans 

apresentaram diâmetros similares do folículo pré-ovulatório e luteal, em 

comparação aos animais que receberam óleo de palma (CERRI et al., 2004). 

Não houve efeito da dieta com AGP n-3 ou n-6 no diâmetro e taxa de 

crescimento do folículo pré-ovulatório e no volume do CL mensurado no Dia 7 

pós-estro, em novilhas de corte (CHILDS et al., 2008c); concordando com 

Ambrose et al. (2006) que também não observaram efeito da dieta lipídica na 

taxa de crescimento do folículo dominante não ovulatório, no tamanho do CL e 

na concentração plasmática de progesterona. 

 

2.5.5 Ovócitos 
 

A distribuição de lipídios nos ovócitos se comporta da seguinte forma: 

aproximadamente 50% de triglicerídios, 29% de fosfolipídios, 20% de colesterol 

e 10% de ácidos graxos livres. Os ácidos graxos mais abundantes em ovócitos 

de ruminantes são os ácidos palmítico (C16:0), oléico (C18:1), esteárico 

(C18:0), e linoléico (C18:2; McEVOY et al., 2000; KIM et al., 2001). Dos 

componentes dos fosfolipídios, os ácidos graxos saturados estão em maior 

quantidade do que os AGPs. Destes, a maioria é da série 6, representada 

principalmente pelo linoléico e aracdônico (McEVOY et al., 2000; LEROY et al., 
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2008). Porém, pouco se tem investigado sobre o efeito dos ácidos graxos 

dietéticos na qualidade dos ovócitos. 

A qualidade de ovócitos e embriões está relacionada à composição de 

ácidos graxos, principalmente a composição da fração fosfolipídica da 

membrana plasmática, pelo papel importante no desenvolvimento durante e 

após a fecundação (McEVOY et al., 2000; FOULADI-NASHTA et al., 2007; 

LEROY et al., 2008).  

Os ácidos graxos são usados como energia durante o processo de 

maturação (SORBERA et al., 2001) e competência ovocitária (KIM et al., 2001) 

e no período de desenvolvimento embrionário até implantação (WATHES et al., 

2007), quando há intensa elongação e dessaturação dos ácidos graxos (YAO 

et al., 1980). Na maturação nuclear e citoplasmática do ovócito, AGPs são 

requeridos para estrutura, função e metabolismo celular (WATHES et al., 

2007). Kim et al. (2001) encontraram menores quantidades de ácido linoléico e 

aracdônico em ovóctios maturados in vitro do que nos imaturos, provavelmente 

devido à utilização deste AGP para processo de desenvolvimento ovocitário, já 

que este ácido graxo não é sintetizado nas células animais. Além disso, sabe-

se que o ácido linolênico (WATHES et al., 2007) e linoléico (HOMA & BROWN, 

1992) agem no crescimento e diferenciação ovocitária, e na prevenção da 

quebra da vesícula germinativa e progressão da metáfase II. Por este motivo, 

ácido graxo 18:2 (linoléico) está em menor concentração em folículos maiores, 

mostrando que pode influenciar na maturação nuclear, ao contrário dos 

achados de Bilby et al. (2006a). 

Adamiak et al. (2006) estudaram a interação da suplementação de ácido 

graxo (0% vs 6% ácido graxo de sais de cálcio de óleo palmítico) no 

desenvolvimento de ovócitos pós-fecundação, colhidos de novilhas cruzadas 

com baixo e moderado ECC. Compararam também a composição de ácidos 

graxos plasmático, nas células da granulosa (CG) e no complexo cúmulus-

ovócito (CCO) e relacionaram com o potencial de desenvolvimento dos 

ovócitos. Foi relatado que, altas concentrações de ácidos graxos na dieta 

reduziram o número de blastocistos em novilhas com escore de ECC baixo, 

mas não no moderado. As alterações induzidas pela dieta no conteúdo de 

ácidos graxos no plasma e nas CG foram menos aparentes do que nos CCOs. 

Foi observado também, que há uma captação seletiva de ácidos graxos 
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saturados pelos folículos. Assim, a concentração de ácidos graxos saturados 

dentro dos CCOs foi elevada, e aumentos posteriores nos teores de ácidos 

graxos podem ter comprometido o desenvolvimento pós-fecundação, 

provavelmente por comprometer a fluidez da membrana plasmática. Houve 

uma redução significativa no conteúdo de AGP n-6 (ácido linoléico e 

aracdônico) dentro das CCOs de novilhas com ECC moderado comparadas às 

de ECC baixo, justificando a menor taxa de clivagem de ovócitos para novilhas 

com moderada condição. Estes ácidos graxos são precursores para síntese de 

prostanóides e influenciam na ciclooxigenase-2, enzima que é expressa nas 

células do cúmulus e juntamente com a síntese de prostanóides, é requerida 

para expansão do cúmulus e maturação ovocitária.  

Novilhas que receberam gordura protegida aumentaram a quantidade de 

ácidos graxos total nos ovócitos aspirados, porém isso não houve interferência 

na qualidade dos embriões (ADAMIAK et al., 2004). Bilby et al. (2006a) 

avaliaram o efeito de suplementos lipídicos enriquecidos com ácidos graxos n-9 

cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 

(18:3, linolênico) na qualidade ovocitária e desenvolvimento folicular, entre 5 

semanas antes do parto e 15 semanas após parição. Não observaram 

diferenças no número de folículos aspirados e grau de ovócitos, apesar do 

número de ovócitos ter se apresentado maior para as vacas alimentadas com 

ácido graxo oléico. Se neste experimento houvesse um grupo de animais 

alimentados sem a suplementação lipídica de ácidos graxos talvez tivessem 

encontrado diferença na qualidade ovocitária. Apesar disso, Zeron et al. (2002) 

relataram maiores números de ovócitos e melhor qualidade ovocitária em 

ovelhas suplementadas com sais de cálcio de óleo de peixe por 13 semanas 

em relação ao grupo controle. 

 

2.5.6 Resposta superovulatória e qualidade embrionária 
 

Os embriões de bovinos e suínos possuem maiores quantidades de 

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

fornecem energia durante a fecundação e desenvolvimento embrionário inicial. 

Além disso, causam influência na sensibilidade à criopreservação de embriões, 

por mudanças na membrana lipídica (KIKUCHI et al., 2002). 
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Kane et al. (1979) mostraram que os ácidos graxos de cadeia longa 

suportam o crescimento de um zigoto ao estágio de mórula em cultivo in vitro 

por fornecer energia para o crescimento, bem como por modificar a 

composição da membrana plasmática. Sendo que, a deficiência de ácidos 

graxos n-6 em embriões está associada ao retardo no crescimento embrionário 

(KUBOW & KOSKI, 1995). 

Embriões acima de quatro células possuem concentrações maiores de 

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

saturados, pois os AGPs são componentes da membrana lipídica e aumentam 

rapidamente com a divisão celular embrionária. Adicionalmente, embriões de 

qualidade excelente e de desenvolvimento avançado também possuem 

maiores concentrações de ácido graxo linoléico e menores de ácidos graxos 

saturados (HAGGARTY et al., 2006). Deste modo, a suplementação lipídica 

para vacas de corte durante o período pós-parto pode influenciar o número e 

qualidade de embriões (RYAN et al., 1992; THOMAS & WILLIAMS, 1996). 

Outra função atribuída à utilização dos ácidos graxos é a geração de 

água para o fluido da blastocele pela oxidação mitocondrial. A compactação 

entre os blastômeros que precede a blastulação depende da composição de 

lipídios da membrana plasmática do embrião, que pode ser comprometida em 

condições que alteram o conteúdo lipídico artificialmente (McEVOY et al., 

2000). Neste sentido, ovócitos bovinos sob ação de agente bloqueador da 

oxidação de ácidos graxos têm capacidade reduzida de formar blastocistos 

(WATHES et al., 2007). 

A composição de ácidos graxos de embriões bovinos de D7 a D14 pós 

IA foi relatada por Menezo et al. (1982), os quais observaram que a quantidade 

de ácidos graxos de embriões D7 a D10 se mantém estável. O ácido 

aracdônico, precursor da síntese de prostaglandina foi detectado no dia 14, 

provavelmente pela demanda no desenvolvimento embrionário. Nesse 

momento há elongação e dessaturação de ácidos graxos, afetando também as 

propriedades da membrana plasmática. Blastocistos colhidos 16 e 19 dias pós 

inseminação sintetizam prostaglandinas in vitro através do ácido aracdônico, 

podendo ter ação no aumento da permeabilidade vascular do endométrio antes 

da implantação e contribuir para o crescimento e desenvolvimento embrionário, 

durante o período de gestação inicial (LEWIS et al., 1982). 
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A inclusão de AGP na suplementação dietética tem efeito positivo no 

desenvolvimento embrionário (THANGAVELU et al., 2007). Além disso, pode 

reduzir a síntese ovariana e endometrial de PGF2α, auxiliar o embrião a 

produzir interferon tau, bem como alterar o ambiente da tuba uterina e do útero, 

contribuindo para o desenvolvimento embrionário, redução na morte 

embrionária e conseqüente estabelecimento da prenhez (MATTOS et al., 

2004). De fato, a mortalidade embrionária foi menor para o grupo de vacas que 

recebeu ácido linolênico, quando comparado às vacas suplementadas com 

linoléico ou óleo de palma, o que está relacionado à concentração de 

progesterona. Entretanto as taxas de concepção e nascimento foram similares 

para todos os tratamentos (PETIT & TWAGIRAMUNGU, 2006). 

Há escassa literatura relatando o efeito da suplementação de ácidos 

graxos na produção e desenvolvimento embrionário de bovinos. Não se sabe 

se os ácidos graxos são mais importantes para o embrião em si ou para sua 

implantação (PETIT et al., 2008). Além disso, não há consenso dos efeitos 

favoráveis ou não nestes parâmetros, ao se fornecer AGP. 

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

alta produção leiteira para determinar o efeito de dietas compostas de ácidos 

graxos nos ovócitos, durante curto período de alimentação. Observaram que 

vacas alimentadas com dieta rica em gordura (800 g de Megalac/dia, 

predominantemente ácido graxo palmítico) no pós-parto apresentaram ovócitos 

com maiores taxas de clivagem (blastocistos/clivagem) e desenvolvimento 

(blastocistos/FIV, fecundação in vitro). Maiores porcentagens de embriões e de 

blastocistos com maior quantidade de blastômeros e células do trofectoderma 

foram encontradas para animais suplementados com 800 g de Megalac/dia 

(dieta com alta quantidade de gordura) em relação àqueles que receberam 

dieta com baixa quantidade de gordura. Isso pode ser explicado pela menor 

concentração plasmática de ácidos graxos não esterificados, pelo efeito 

positivo dos ácidos graxos na competência dos ovócitos e nas membranas 

celulares ou citoplasma, resultando em benefícios para qualidade e 

desenvolvimento embrionário.  

Vacas de leite alimentadas com sais de cálcio de ácidos graxos linoléico 

e trans apresentaram maiores porcentagens de embriões de alta qualidade 

(73,5% vs 51,5%, P = 0,06); de espermatozóides acessórios presos à zona 
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pelúcida/estrutura recuperada (34,3 vs 21,5, P < 0,001) e taxa de fecundação 

(87,2% vs 73,3%, P = 0,11) em relação aos animais que receberam óleo de 

palma. Entretanto, não houve diferença no número de estruturas (45 vs 41) e 

taxa de recuperação (embriões/número de CL; 51,9% vs 54,9%; CERRI et al., 

2004).  

Em um estudo (THANGAVELU et al., 2007), vacas holandesas lactantes 

com 86 dias pós-parto, foram submetidas à dieta com gordura saturada 

(principalmente ácidos graxos palmítico e esteárico), linhaça (rica em ácido 

linolênico) ou semente de girassol (rica em ácido linoléico). Não foi encontrado 

efeito das dietas no número de folículos, CL, total de estruturas colhidas, 

embriões transferidos e taxa de fecundação. Por outro lado, a concentração de 

progesterona antes do início do protocolo de superestimulação e o número de 

blastômeros foram maiores para embriões produzidos em vacas alimentadas 

com ácidos graxos insaturados em relação ao grupo que recebeu gordura 

saturada, mostrando o efeito da dieta acelerando o desenvolvimento 

embrionário. Entretanto, neste experimento não foi incluída a dieta sem 

suplementação de ácidos graxos insaturados. 

Kojima et al. (1997) avaliaram o efeito de dietas com ácidos graxos 

insaturados, linoléico; uma mistura de γ-linolênico (metabólito do ácido 

linoléico), linoléico e oléico; ou linolênico, no desenvolvimento de embriões de 

fêmeas suínas, suplementadas por 70 dias. O número de CLs e embriões, bem 

como os embriões de melhor qualidade colhidos de animais que receberam a 

mistura de ácidos graxos foram maiores do que para os outros grupos, apesar 

de que não houve diferença no diâmetro de blastocistos expandidos. 

Entretanto, por se tratar de dietas com quantidade de proteínas, lipídios, 

vitaminas e aminoácidos diferentes entre si, pode ser que outros componentes 

produziram este efeito benéfico. 

Em estudo recente, Childs et al. (2008b) compararam dietas com ácido 

graxo saturado ou com AGP n-3, isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas por 

50 dias antes do protocolo de superestimulação para novilhas de corte. 

Avaliaram o efeito da suplementação na produção e qualidade embrionária, 

baseando-se para isto, na morfologia e expressão gênica dos mesmos. Não 

houve efeito da suplementação de AGP n-3 no número de ovulações, no 

número total de ovócitos não fecundados e embriões colhidos, bem como no 
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número de embriões graus 1 e 2. Por outro lado, o número de embriões 

degenerados foi reduzido para as novilhas que receberam dieta de AGP n-3. 

Isto pode ter ocorrido, devido a um incremento na qualidade ovocitária e no 

transporte espermático, a alterações no ambiente do oviduto pela ativação de 

prostaglandinas da série 3, menos potentes para luteólise ou mesmo na 

expressão gênica uterina e sobrevivência embrionária.  

Bader et al. (2005) não observaram aumento na qualidade e quantidade 

de embriões colhidos de vacas de corte superovuladas no período pós-parto e 

submetidas à suplementação lipídica por 40 dias antes do parto. Talvez a falha 

em não encontrar diferenças nestes resultados através da dieta lipídica, foi 

devido ao não uso de métodos, como mensurações diretas do perfil de ácidos 

graxos dos embriões ou avaliar a subseqüente fertilidade de embriões 

criopreservados. Novilhas holandesas receberam concentrados formulados 

com linhaça (ácido linolênico) ou soja (rico em linoléico) antes da OPU. Nesse 

estudo também não foi encontrada diferença entre os grupos experimentais 

para o número e a qualidade ovocitária, ovócitos inseminados e clivados, bem 

como para o número e a qualidade embrionária, sugerindo que o tipo de ácido 

graxo (linoléico ou linolênico) não altera número e qualidade dos ovócitos e 

embriões produzidos pela OPU (PONTER et al., 2006a). 

Avaliando o efeito do tipo de ácido graxo em doadoras e receptoras, 

Petit et al. (2008) forneceram como suplemento de gordura, linhaça (rica em 

ácido graxo linolênico) ou sais de cálcio de ácido graxo palmítico (Megalac), em 

dietas isoenergéticas e isoprotéicas. As doadoras tiveram o início do protocolo 

de superovulação, após 80 dias de alimentação. Já, as receptoras foram 

submetidas a esta dieta 8 semanas antes da sincronização do estro até 50 dias 

de gestação, de forma que as novilhas foram inovuladas com embriões 

congelados provenientes dos dois grupos de doadoras. Não houve diferença 

entre os tratamentos para número total de estruturas colhidas, entretanto, o 

grupo suplementado com Megalac apresentou maior taxa de fecundação e 

número de embriões viáveis, e menor porcentagem de embriões degenerados 

em relação ao grupo que foi suplementado com óleo de linhaça. A inibição do 

desenvolvimento embrionário neste último grupo pode estar relacionada com o 

número de pontes duplas do ácido graxo, como consta na dieta com óleo de 

linhaça e a uma maior maturação do ovócito provocada por este AGP. Além 
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disso, deve-se à menor digestibilidade do óleo de linhaça, contribuindo para 

diminuição do número de embriões graus 1 e 2. A taxa de prenhez para as 

receptoras foi similar para os grupos suplementados com gordura linhaça (rico 

ácido graxo linolênico) ou sais de cálcio de ácido graxo palmítico (Megalac). 

Esses resultados levam a sugerir que outros fatores além da PGF2α, estão 

envolvidos após a transferência de embriões, pois o ácido linolênico não foi 

capaz de modificar o ambiente uterino das receptoras. Deste modo, a dieta de 

ácidos graxos não afetou a integridade embrionária pós-descongelação, o que 

pode estar ligado a uma similar concentração de gordura nos embriões 

produzidos dos dois grupos (PETIT et al., 2008). Entretanto, neste experimento 

não foi incluída a dieta sem suplementação de ácidos graxos insaturados. 

Novilhas de corte submetidas a dietas isoenergéticas e isoprotéicas 

ricas em lipídios de óleo de soja ou dieta sem a adição de gordura não 

mostraram diferenças quanto ao número de estruturas, embriões transferíveis, 

ovócitos não fecundados, embriões degenerados colhidos, bem como no 

número de embriões congeláveis (RYAN et al., 1992). Da mesma forma, 

diferentes suplementos lipídicos enriquecidos com ácidos graxos n-9 cis (18:1c, 

oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, 

linolênico) não afetaram a taxa de clivagem, o estágio de desenvolvimento, a 

proporção de ovócitos que se tornaram blastocistos, nem o número de 

blastômeros em mórulas e blastocistos (BILBY et al, 2006a). Pereira et al. 

(2001) também não encontraram efeito na maturação ovocitária e no 

subseqüente desenvolvimento embrionário quando incrementaram ácido 

aracdônico no meio de cultivo in vitro. 

A suplementação lipídica com AGP n-6 por 4 semanas, próximo à 

concepção não afetou o tamanho dos conceptos colhidos de ovelhas, 

entretanto tais animais apresentaram no dia 13 pós-cópula, maior número de 

conceptos machos do que fêmeas, apesar da produção de interferon  não 

diferir (GREEN et al., 2008b), de acordo com Bilby et al. (2006b). Uma das 

explicações do efeito da dieta no desvio do sexo é a ação direta dos AGPs no 

folículo, os quais poderiam causar efeitos na maturação folicular levando os 

ovócitos a serem maturados tardiamente e por alguma razão, ainda 

desconhecida, seriam fecundados por espermatozóides Y. Outra possibilidade 

levantada por Green et al. (2008b) para explicar o desvio do sexo provocado 
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pelos AGPs é que os ovócitos que possuem altas concentrações de ácido 

linoléico podem ter preferência ao recrutamento de espermatozóides Y, através 

de moléculas sinalizadoras derivadas de AGP. Por outro lado, Ambrose et al. 

(2006) não observaram diferença na proporção entre sexos de bezerros 

nascidos de vacas de leite alimentadas com dietas contendo ácido linoléico ou 

linolênico. Na suplementação de ácido linoléico ao meio de cultivo de zigotos 

não houve diferença na proporção de sexos para os embriões produzidos in 

vitro (PEREIRA et al., 2008).  

Além dos AGPs serem importantes como um tipo de energia e por 

comporem as membranas celulares, podem agir diretamente na regulação de 

genes envolvidos na síntese de prostaglandina e na sobrevivência embrionária. 

Coyne et al. (2008) suplementaram por 45 dias novilhas de corte com dieta rica 

em ácidos graxos n-3, as quais apresentaram maior expressão gênica, em 

tecidos endometriais para o gene prostaglandina E sintase, o qual possui 

associação com o desenvolvimento embrionário; e PPAR α e δ, genes 

envolvidos na inibição da produção de PGF2α, em relação ao grupo de animais 

que recebeu dieta com ácido palmítico. 

Apesar dos genes PPAR-α e δ serem ativados por ácidos graxos de 

cadeia longa, a diferença encontrada nas concentrações circulantes de AGP de 

novilhas suplementadas com ácido graxo saturado ou n-3 não interferiu na 

expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário (CHILDS et 

al., 2008b). 

 

2.5.7 Criopreservação de embriões 
 
Os lipídios possuem papel importante no estoque de energia, na 

estrutura celular; na modificação de propriedades físicas e na função 

metabólica das membranas biológicas, incluindo fluidez e proliferação celular, 

sendo que o número e posição da dupla ligação dos ácidos graxos influenciam 

nestas propriedades. Os fosfolipídios e colesterol são importantes 

componentes para formação das membranas biológicas, as quais são 

requeridas durante a divisão celular após a fecundação. Por sua vez, os 

triglicerídios representam uma reserva compacta de estoque de energia 

(McEVOY et al., 2000; KIKUCHI et al., 2002). 
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O perfil de ácidos graxos e a razão saturado/insaturado influenciam nas 

propriedades físicas da membrana plasmática, afetando a resistência e a 

criopreservação dos embriões (CLANDININ et al., 1991; ZERON et al., 2002), 

sendo que estas propriedades são alteradas por fatores externos, tais como 

temperatura e dieta (ZERON et al., 1999). Assim, os lipídios da membrana 

celular podem ser manipulados através da nutrição e meio de cultivo.  

Na criopreservação, ocorrem mudanças na fluidez da membrana, a qual 

se torna mais rígida. Isto ocorre em um período denominado fase de transição, 

na qual ocorrem as crioinjúrias. Os danos desta fase podem ser eliminados 

durante o resfriamento, através de altas taxas de resfriamento ou utilizando-se 

estratégias para que a fase de transição ocorra em temperaturas menores 

(SEIDEL, 2006). 

A membrana citoplasmática é o principal sítio de crioinjúria e a 

composição de ácidos graxos da membrana influencia nesta fase de transição. 

Neste sentido, mudanças no perfil de ácidos graxos ou alterações moleculares 

de lipídios afetam a fluidez da membrana plasmática e conseqüente resistência 

a criopreservação, podendo contribuir para aumentar a fluidez da membrana 

plasmática e obter sucesso no processo de criopreservação (McEVOY et al., 

2000). Miller Junior et al. (2005) observaram que um grau mínimo de fluidez da 

membrana é requerido para inserção de crioprotetores dentro da membrana 

plasmática do espermatozóide, o que pode facilitar a desidratação. Deste 

modo, justifica-se a dificuldade para congelação de espermatozóides de 

suínos, os quais possuem baixos níveis de ácido graxo DHA em sua 

membrana. 

Havia menor conteúdo de ácido aracdônico e ácidos graxos insaturados 

em ovócitos imaturos congelados e descongelados. Estas menores 

concentrações estão associadas a defeitos oxidativos da membrana lipídica do 

ovócito, durante o processo de criopreservação. Neste sentido, o estoque do 

precursor do ácido aracdônico, o linoléico, é importante, pois menores serão os 

riscos de lesões de membrana por radicais livres. Ovócitos descongelados 

também apresentaram perdas no conteúdo fosfolipídico em relação a ovócitos 

frescos. Além disso, podem apresentar maior proporção colesterol:fosfolipídios, 

levando a diminuição da fluidez da membrana e redução de tolerância a baixas 

temperaturas (KIM et al., 2001). Entretanto, Hochi et al. (1999) afirmam que 
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alta quantidade de ácido graxo linoléico pode possuir efeito negativo na 

criopreservação de embriões bovinos, por propiciar maior geração de radicais 

livres. 

Pereira et al. (2007) adicionaram ao meio de cultivo de embriões ácido 

graxo linoléico conjugado trans-10 cis-12 (AGC) e obtiveram redução do 

acúmulo de lipídio no embrião com conseqüente melhora na taxa de 

sobrevivência durante a criopreservação. O efeito do AGC pode ser explicado 

pelo aumento da fluidez da membrana plasmática (nível de insaturação) devido 

à incorporação do ácido graxo linoléico conjugado na membrana embrionária 

durante o cultivo. Além disso, o ácido linoléico induz modificações no perfil de 

ácidos graxos da membrana, seja no conteúdo de triglicérides, ou diretamente 

nos níveis de ácidos graxos saturados ou insaturados, o que contribui para o 

aumento da resistência embrionária à criopreservação. Hochi et al. (1999) 

também perceberam aumento na taxa de sobrevivência de mórulas pós-

descongelação que foram cultivadas em meio adicionado de ácido linoléico. 

Trabalhando com embriões biopsiados e não biopsiados, cultivados com 

AGC, Pereira et al. (2008) observaram que os embriões cultivados neste meio 

possuíam maior viabilidade do que embriões controle e que apresentaram 

menor número de gotas de lipídio no citoplasma, aumentando a resistência dos 

embriões à micromanipulação e criopreservação. 

A suplementação com AGP interfere na fluidez da membrana 

plasmática, por provocar menor temperatura da fase de transição de lipídios. 

Isto foi observado em uma maior integridade da membrana plasmática de 

ovócitos pós-descongelação oriundos de ovinos suplementados com ácidos 

graxos de cadeia longa by pass (ZERON et al., 2002). Resultados similares 

foram obtidos para ovócitos de bovinos que durante o inverno, apresentaram 

maior quantidade de fosfolipídios na membrana plasmática e 

conseqüentemente maior habilidade de desenvolverem a estágio de blastocisto 

do que no verão (ZERON et al., 2001). Da mesma forma, Kojima et al. (1996) 

relataram um maior número de embriões suínos com núcleos viáveis pós-

descongelação para o grupo suplementado com ácido linoléico, sugerindo-se 

uma influência dos AGP na composição lipídica, na membrana citoplasmática. 

Tominaga et al. (2000) com o intuito de determinar o efeito da adição de 

ácido linoléico ao meio de cultivo antes da congelação, avaliaram a 
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sobrevivência de embriões bovinos de 16 células produzidos in vitro. Como 

resultado, houve maior taxa de desenvolvimento a estágio de blastocisto para 

embriões de 16 células descongelados e que foram cultivados em meio 

suplementado com ácido linoléico, do que aqueles cultivados sem este ácido 

graxo. Este efeito benéfico do ácido linoléico no desenvolvimento embrionário 

pós-descongelação pode ser resultado do aumento do conteúdo de AGP na 

membrana plasmática antes da descongelação, aumentando desta forma a 

fluidez desta e conseqüentemente a habilidade de congelação de embriões. 
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3. OBJETIVO 
 

Em função dos efeitos observados com a suplementação com ácidos 

graxos poliinsaturados na literatura, o objetivo deste experimento foi avaliar as 

respostas superestimulatória e superovulatória, a quantidade e qualidade 

embrionária, as concentrações plasmáticas dos hormônios IGF-I e insulina, 

bem como a resistência à criopreservação através de congelação ou 

vitrificação de embriões produzidos in vivo de novilhas zebuínas 

suplementadas com gordura protegida ruminal, Megalac-E® (CHURCH e 

DWIGHT COMPANY). 

 

  



42 
 

4. HIPÓTESES 
 

Fêmeas bovinas suplementadas com gordura protegida apresentam 

resposta superovulatória e produção embrionária similares àquelas 

suplementadas com uma dieta isoenergética, porém sem adição de gordura.  

Embriões provenientes de novilhas suplementadas com gordura 

protegida são mais resistentes ao processo de criopreservação do que aqueles 

colhidos de novilhas suplementadas com uma dieta isoenergética, porém sem 

adição de gordura.  

A técnica de vitrificação para de criopreservação de embriões 

apresenta vantagens em relação à técnica de congelação convencional por ser 

mais rápida, simples e por preservar melhor a integridade embrionária.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 

   5.1 Local 
 
O experimento foi realizado na Estação Experimental da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada em Brasília-DF (15°52’ a 

15°56’S e 48°00’ a 48°02’ W), com altitudes que variam de 1050 a 1250 m 

(WALTER & SAMPAIO, 1998), entre os meses de fevereiro e julho de 2008. 

 
   5.2 Animais 

 
Quarenta novilhas da raça Nelore não lactantes com idade entre 24 e 36 

meses foram utilizadas em um experimento tipo “cross-over” com duas 

repetições e intervalo de aproximadamente 60 dias entre a colheita de embrião 

da primeira réplica e o início do protocolo de superovulação da segunda 

réplica. 

Todos os animais foram submetidos a avaliações ultra-sonográficas 

ovarianas semanais desde o início do experimento para acompanhamento da 

ciclicidade (presença de CL em pelo menos uma de duas avaliações 

consecutivas). Estas avaliações ultra-sonográficas foram realizadas por um 

único operador, utilizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka 

SSD-500 V; Aloka Co., Tóquio, Japão) com transdutor linear trans-retal de 7,5 

MHz. Na primeira repetição havia oito e sete animais em anestro para os 

grupos que receberam gordura protegida ruminal e controle, respectivamante. 

Para segunda repetição, sete e oito novilhas estavam anovulatórias para tais 

grupos experimentais. Com o propósito de induzir ciclicidade nessas novilhas 

consideradas pré-púberes, utilizou-se, sem sucesso, um dispositivo intravaginal 

de liberação de progesterona (1,9 g de progesterona natural, CIDR®, Pfizer, 

Hamilton, Nova Zelândia) em todos os animais por 7 dias, associado a 

aplicações i.m. de 25 mg de PGF2α (Dinoprost Trometamina, Lutalyse®, Pfizer, 

Paulínia, Brasil) no momento de inserção e retirada do dispositivo. Este 

tratamento ocorreu entre a segunda e terceira semana de cada repetição 

experimental. Mesmo as novilhas cíclicas receberam o dispositivo por uma 

questão de homegeneidade de tratamento. 
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O presente experimento esteve de acordo com as regras do Comitê de 

Ética na Experimentação com Animais da Universidade Estadual Paulista e foi 

aprovado com o número de protocolo 19/2007 - CEEA. 

 

   5.3 Dietas experimentais 
 

As novilhas foram divididas, aleatoriamente em dois grupos 

experimentais: C = Controle e G = Suplementação com gordura protegida 

ruminal, no concentrado. Ao início do fornecimento das dietas experimentais, 

os animais dos grupos C e G apresentavam peso de 356,1 ± 7,8 Kg e 361,7 ± 

7,4 Kg e ECC médios (escala de 1 a 5; HOUGHTON et al., 1990) de 2,86 ± 

0,03 e 2,96 ± 0,05, respectivamente. 

O suplemento G foi formulado para fornecer 100 g de Megalac-E® (Arm 

& Hammer, Rio de Janeiro, Brasil)/animal/dia, gordura “by pass” derivada de 

óleo de soja que possui predominância de ácido linoléico em sua composição 

(Tabela 1). Nos primeiros 46 dias de dieta experimental, os animais receberam 

800 g de concentrado/novilha/dia para o grupo C e 500 g 

concentrado/novilha/dia para o G. 

Após este período, devido a problemas de consumo total diário dos 

suplementos, adicionou-se 100 g de milho moído por cabeça/dia em cada um 

dos tratamentos, com o propósito de elevar a palatabilidade, resultando em um 

fornecimento diário de 900 g de concentrado/novilha/dia para o grupo C e 600 

g concentrado/novilha/dia para o G até o final do experimento. 
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TABELA 1. Porcentagem dos principais ácidos graxos encontrados na gordura 

protegida, Megalac-E®. 
Nome ácido graxo Símbolo % 

Láurico C12:0 0,89 

Palmítico C16:0 13,85 

Esteárico C18:0 4,01 

Elaidico C18:1 n9t 3,18 

Oléico C18:1 n9c 17,92 

Linoléico C18:2 n6c 49,09 

Arquídico C20:0 0,84 

Cis-11-Eicosenóico C20:1 0,6 

Linolênico C18:3 n3 4,39 

Heneicoisanóico C21:0 1,8 

Behênico C22:0 0,68 

Nota: Dados fornecidos pelo fabricante do Megalac-E (Arm & Hammer, Rio de 

Janeiro, Brasil). 

 

Os ingredientes e os níveis de garantia utilizados para cada suplemento 

experimental se encontram nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.  
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TABELA 2. Porcentagem relativa aos ingredientes utilizados na composição 

dos suplementos experimentais com gordura protegida ruminal (G) e controle 

(C).   

Componentes 
% suplemento com gordura 

protegida ruminal 
% suplemento Controle 

Fosfato bicálcico 12,5 7,8 

Carbonato de cálcio - 2,5 

Sulfato de cálcio 1,0 0,6 

Flor de enxofre 0,8 0,5 

Iodato de cálcio 0,006 0,004 

Óxido de magnésio 0,8 0,5 

Sulfato de zinco 0,2 0,1 

Sulfato ferroso 0,08 0,05 

Sulfato de manganês 0,1 0,06 

Sulfato de cobre 0,1 0,09 

Selenito de sódio 0,002 0,001 

Sulfato de cobalto 0,01 0,008 

Sal comum 17,0 10,6 

Uramido 40 13,0 10,0 

Farelo de soja tostada 15,0 - 

Agalmatolito 4,0 5,1 

Milho 15,3 62 

Vitamina A-1000000/g 0,003 0,002 

Vitamina E-500/g 0,01 0,008 

Vitamina D3-500000/g 0,004 0,003 

Megalac -E 20,0 - 

TOTAL 100 100 

 

  



47 
 

TABELA 3. Níveis de garantia dos suplementos com gordura protegida ruminal 

(G) e controle (C) previamente e posteriormente à adição de milho moído. 
 Antes da adição de milho Após a adição de milho 

Níveis de 

garantia/Kg 

Suplemento 

com gordura 

protegida (G) 

Suplemento 

Controle (C) 

Suplemento com 

gordura 

protegida (G) 

Suplemento 

Controle (C) 

Cálcio (%) 4,6 2,9 3,9 2,6 

Cobalto (mg/kg) 24 15 20 13,3 

Potássio (%) - - - - 

Cobre (mg/Kg) 337,5 210,9 281,3 187,5 

Enxofre (%) 1 0,63 0,8 0,6 

Ferro (mg/Kg) 225,1 140,7 187,6 125,1 

Flúor (máx.) 

(mg/kg) 
225 140,6 187,5 125 

Fósforo (%) 2,4 1,5 2,0 1,4 

Iodo (mg/Kg) 35,9 22,4 29,9 20,0 

Magnésio (%) 0,5 0,3 0,4 0,3 

Manganês (mg/Kg) 300 187,5 250 166,7 

Selênio (mg/Kg) 7,2 4,5 6,0 4,0 

Sódio (%) 6,7 4,2 5,6 3,7 

Zinco (mg/Kg) 472,5 295,3 393,8 262,5 

Cromo (mg/Kg) - - - - 

PB (%) 28,2 18,1 25,0 17,1 

Vitamina A (UI/Kg) 30000 18750 25000,00 16666,7 

Vitamina E (UI/Kg) 60 37,5 50 33,3 

NDT (%) 83,5 52,6 84,1 56,4 

NNPEPM (%) 19,5 12,2 16,3 10,8 

Vitamina D3 

(UI/Kg) 
20000 12500 16666,7 11111,1 

 

Os suplementos se tornaram isoenergéticos e isoprotéicos pela 

manipulação do consumo, baseando no consumo estimado previamente à 

adição de milho. A ingestão diária estimada para as dietas experimentais por 

animal está apresentada na Tabela 4. 
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TABELA 4. Ingestão diária estimada de nutrientes dos concentrados com 

gordura protegida ruminal (G) e controle (C) por animal previamente e 

posteriormente à adição de milho moído. 

 

Os animais também foram mantidos em sistema de pastejo com 

Brachiaria decumbens, com água à vontade.  

As duas dietas experimentais foram formuladas para atender os 

requerimentos de mantença para novilhas em crescimento e foram fornecidas 

uma vez ao dia, durante 67 (primeira repetição) ou 70 (segunda repetição) dias 

até as colheitas de embriões.  

O consumo dos suplementos foi estimado pela pesagem diária da sobra 

do cocho, antes do fornecimento da próxima alimentação. 

  

Suplemento C Suplemento G  
Previamente à 
adição de milho 

moído 

Posteriormente à 
adição de milho 

moído 

Previamente à adição 
de milho moído 

Posteriormente à 
adição de milho 

moído 
Cálcio (mg) 23,2 23,2 23,4 23,4 
Cobalto (mg) 120,0 120,0 120,0 120,0 
Potássio (g) - - - - 
Cobre (mg) 1687,5 1687,5 1687,5 1687,5 
Enxofre (g) 5,0 5,0 5,0 5,0 
Ferro (mg) 1125,6 1125,6 1125,6 1125,6 
Flúor (máx.) 
(mg) 1125,0 1125,0 1125,0 1125,0 

Fósforo (g) 12 12,1 11,9 12,1 
Iodo (mg) 179,6 179,6 179,6 179,6 
Magnésio (g) 2,5 2,5 2,6 2,6 
Manganês (mg) 1500,0 1500,0 1500,0 1500,0 
Selênio (mg) 36,0 36,0 36,0 36,0 
Sódio (g) 33,7 33,7 33,7 33,7 
Zinco (mg) 2362,5 2362,5 2362,5 2362,5 
Cromo (mg) - - - - 
PB (g) 140,9 149,9 144,9 153,9 
Vitamina A 
(mg) 150000,0 150000,0 150000,0 150000,0 

Vitamina E 
(mg) 300,0 300,0 300,0 300,0 

NDT (g) 417,4 504,4 420,8 507,8 
NNPEPM (g) 97,5 97,5 97,5 97,5 
Vitamina D3 
(mg) 100000,0 100000,0 100000,0 100000,0 
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   5.4 Manejo dos pastos 
 

Os animais foram manejados em sistema de rodízio em seis piquetes de 

5 ha, e para eliminar o efeito de piquete, a rotação dos animais nos piquetes foi 

realizada baseando-se no período de crescimento da forrageira (28 dias). A 

taxa de lotação (unidade animal/ha) para ambos os grupos experimentais, C e 

G, foi de 3,2 UA/ha. 

 

   5.5 Avaliações de escore de condição corporal e pesagem 
 

Durante o experimento foram realizadas avaliações semanais de ECC e 

mensais do peso corporal dos animais para monitoramento do efeito das dietas 

no estado físico das fêmeas.  

 

   5.6 Superovulação 
 

Após 50 dias de fornecimento dos respectivos suplementos, todas as 

novilhas receberam protocolo para sincronização da emergência da onda 

folicular, aplicando-se 2 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE, Estrogin®, 

Biofarma Química e Farmacêutica, Jaboticabal, Brasil), juntamente com a 

inserção de um CIDR® no D0 do protocolo (Figura 1). No D4,5 foram iniciadas 

as oito aplicações i.m. de FSH, em doses de 14; 14; 10,5; 10,5; 7; 7; 3,5 e 3,5 

mg a cada 12 h, totalizando 70 mg de NIH-FSH-P1 de FSH suíno (Folltropin®-

V, Bioniche Animal Health Canadá Inc, Belleville, Canadá). No momento da 

quinta e sexta aplicações de FSH, foram realizadas aplicações i.m. de 25 mg 

de PGF2α. Simultaneamente à sétima aplicação de FSH, foi retirado o implante 

intravaginal de progesterona. Doze h após a última aplicação de FSH, ovulação 

foi induzida com 0,05 mg de GnRH (Acetato de Gonadorelina; Gestran Plus®; 

ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina) e as IAs foram feitas 12 e 24 h após a 

aplicação de GnRH (D9). Para todas as IAs utilizou-se sêmen congelado de um 

mesmo touro da raça Nelore e mesma partida, testado e aprovado previamente 

em testes pós-descongelação, inclusive em protocolo de fecundação in vitro. 

Sete dias após a primeira IA, os embriões foram colhidos.  
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Após a colheita dos embriões, cada novilha recebeu duas injeções i.m. 

de 25 mg de PGF2α, sendo a primeira no dia da colheita e a segunda, 1 a 7 

dias após. Uma nova SOV foi realizada, 60 dias depois e os tratamentos foram 

invertidos (“cross-over”), ou seja, os animais do grupo G passaram para o 

grupo C e vice-versa (Figura 1). 

 

 

FIGURA 1. Esquema do delineamento experimental, mostrando o período de 

fornecimento das dietas experimentais (G = Gordura protegida ruminal e C = 

Controle), os protocolos hormonais para sincronização da ovulação e 

superestimulação, bem como as avaliações ultra-sonográficas. BE = Benzoato 

de estradiol (2 mg; Estrogin®); FSH (total de 70 mg; Folltropin®); GnRH = 

Lecirelina (50 µg; Gestran Plus®); PGF = Prostaglandina F2α (25 mg; 

Lutalyse®); P4 = dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®); US = 

avaliação ultra-sonográfica; M = manhã; T = tarde; ↑ = inserção; ↓ = retirada. 

 

   5.7 Colheita embrionária 
 

Para a realização das colheitas de embriões, as novilhas foram contidas 

em tronco individual e foi feita a anestesia peridural com cerca de 3 mL de 

lidocaína a 2% (cloridrato de lidocaína; Anestésico L®; Pearson Saúde Animal, 

Eurofarma, São Paulo, Brasil). A técnica de colheita utilizada foi a de lavagem 

uterina não cirúrgica, com 1 L de Dulbeco phosfhate buffered saline (DPBS) por 
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animal. Para tal procedimento, o balão do catéter de Foley foi posicionado no 

corpo uterino justaposto ao óstio cranial da cérvix (CASTRO NETO et al., 

2005). Após a lavagem uterina, o útero foi preenchido com DPBS e o catéter 

mantido no local com sua abertura lacrada por uma presilha de filtro de 

colheita. Em seguida, as novilhas foram soltas e retornaram ao tronco 30 a 40 

min depois, para a colheita do DPBS que estava no útero e a realização de um 

segundo lavado com um volume adicional de 500 mL de DPBS. O fluido 

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 

capturados e avaliados em um estereomicroscópio (Zeiss – Stemi SV6, 

Holanda). Os embriões foram então, classificados segundo o grau de 

desenvolvimento e qualidade, de acordo com as normas da Sociedade 

Brasileira de Tecnologia de Embriões (SBTE), descritas no Manual de 

transferência e micromanipulação de embriões nas espécies bovina e eqüina, 

Embrapa (2008) e por Ahmad et al. (1995); e mantidos em meio de 

manutenção (TQC Holding Plus®, Bioniche, Pullman, WA) sobre uma placa 

aquecedora a 30°C até o processo de criopreservação. Os estágios dos 

embriões colhidos de cada grupo experimental foram referenciados da seguinte 

forma: o número 4 representou os embriões em estágio de mórula; 5, 

blastocisto inicial; 6, blastocisto e 7, blastocisto expandido, similar ao utilizado 

por Souza et al. (2007). 

 

   5.8 Avaliações ultra-sonográficas relacionadas à SOV 
 

Exames ultra-sonográficos ovarianos foram realizados no ato da 

primeira e última aplicação de FSH para avaliar a população folicular e a 

resposta superestimulatória ao final do tratamento com FSH (Figura 1). Obteve-

se, deste modo, um número indicativo da quantidade de folículos que 

cresceram em resposta ao tratamento superestimulatório com FSH. No dia da 

primeira aplicação de FSH a avaliação folicular considerou todos os folículos 

pequenos (2 a 4 mm de diâmetro). Entretanto, nos exames realizados no dia da 

última aplicação de FSH para avaliar número de folículos superestimulados 

foram considerados apenas os folículos com diâmetro ≥ 6 mm. 
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A resposta superovulatória também foi avaliada pela ultra-sonografia 2 e 

7 dias após a indução de ovulação. No segundo dia pós indução da ovulação 

(D10), foi realizada a contagem do número de folículos não ovulados com 

diâmetro ≥ 6 mm e 7 dias após a aplicação de GnRH, a avaliação do número 

de CL (Figura 1). Para o cálculo do número estimado de CL, foi realizada a 

média aritmética entre número de folículos supostamente ovulados e o número 

de CL, no momento da colheita dos embriões. Quando o número de estruturas 

colhidas se apresentou maior que o número estimado de CL, foi considerado 

como o valor aproximado dos CLs o valor correspondente ao das estruturas 

colhidas. 

 
   5.9 Técnicas de criopreservação 
 

Os embriões foram colhidos, classificados quanto ao grau de 

desenvolvimento e qualidade e, de forma balanceada, foram separados os 

embriões de grau I e II (SBTE) dos dois grupos experimentais (G e C) para 

serem vitrificados ou congelados pelo método convencional. Após a divisão dos 

grupos de embriões a serem criopreservados, estes embriões foram 

submetidos à passagem por 10 banhos no meio de manutenção-Holding, 

anteriormente à criopreservação. 

 

5.9.1 Congelação  
 

O crioprotetor utilizado para o método de congelação foi o EG 1,5 M 

(solução de tampão fosfato salino com Bovine Serum Albumin, BSA 0,4% com 

a adição de EG 1,5 Molar; Nutricell, Campinas, Brasil). Pelo qual, os embriões 

passaram por cinco banhos e em seguida foram envasados em palhetas de 

0,25 mL, sendo que permaneceram por um tempo total de 10 min imersos em 

EG antes de se iniciar a congelação. As palhetas foram previamente 

identificadas com um número que representava o grupo tratamento, o número 

de embriões envasados, os estágios de desenvolvimento e grau de qualidade 

embrionários e a data da congelação. Após o envase dos embriões, as 

palhetas foram colocadas na máquina de congelação (TK 3000 SE®; TK, 

Uberaba, MG), que já estava estabilizada a -6ºC. Antes de iniciar a curva de 
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congelação, as palhetas permaneceram por 10 min estabilizando a -6ºC, e 

após 2 min dessa estabilização, foi realizado o seeding (indução da 

cristalização). Completando-se os 10 min de estabilização, 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 (N2L) e armazenadas em botijões com N2L para posterior 

descongelação e avaliação dos embriões em cultivo in vitro.  

 

5.9.2 Vitrificação 
 

Os embriões foram vitrificados de acordo com protocolo de Vatja et al. 

(1998), utilizando-se o EG (puro; J. T. Baker, Edo. de México, México) e o 

DMSO (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) como crioprotetores. Foram 

preparadas duas soluções de vitrificação: SV1 e SV2. A primeira foi composta 

de TCM 199 com sais de Hank’s (Gibco) suplementado com 20% de soro fetal 

bovino (SFB), solução denominada de HM (solução de manutenção), 

adicionada de 10% de DMSO e 10% de EG. A SV2 foi preparada com TCM 

199 com sais de Hank’s (Gibco) com 0,5 M de sucrose suplementada com 20% 

de SFB (SM; solução de sucrose), sendo que a esta solução foram acrescidos 

20% de DMSO e 20% de EG. As soluções foram distribuídas em uma placa 

Nunc® de quatro poços e foram utilizadas palhetas OPS (Minitub, Hauptstr, 

Alemanha) que foram previamente identificadas para envase dos embriões. 

Todas as soluções foram filtradas (0,22 m) previamente ao uso e 

durante todo o procedimento de vitrificação as soluções permaneceram a uma 

temperatura entre 38 e 39ºC. Para isto, a placa aquecedora foi ajustada para 

41ºC. Os embriões a serem vitrificados foram inicialmente colocados no 

primeiro e segundo poços da placa de Nunc®, respectivamente, os quais 

continham HM, utilizada para a lavagem das estruturas. Em seguida, os 

embriões foram expostos durante 1 min à SV1, os quais foram retirados desta 

solução com auxílio de um pipetador automático calibrado para 2 L, 

transferidos para uma gota de 20 L de SV2 e imediatamente colocados em 

uma nova gota de 2 L de SV2. Com os embriões na gota de 2 L, a ponta da 

OPS foi encostada neste meio e por capilaridade, os embriões juntamente com 
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a SV2 entraram na palheta. Uma vez os embriões na OPS, esta foi então 

mergulhada em N2L. O tempo decorrido desde o momento em que os embriões 

foram expostos à SV2 até serem colocados em N2L não ultrapassou 20 s. As 

OPS foram armazenadas em botijões com N2L para posterior desvitrificação e 

avaliação dos embriões em cultivo in vitro.  

 

   5.10 Produção in vitro de embriões 
 

Embriões produzidos in vitro foram utilizados como controle das 

condições ideais da estufa e dos meios de cultivo in vitro, durante a avaliação 

do desenvolvimento dos embriões desvitrificados e descongelados. 

Ovários foram obtidos de vacas em abatedouro localizados a uma 

distância de 40 Km do laboratório. Posteriormente, foram transportados em 

solução salina (NaCl 0,9%) a 35ºC, suplementada com penicilina G (100 

UI/mL) e sulfato de estreptomicina (50 µg/mL). A recuperação dos ovócitos foi 

realizada em, aproximadamente, 3 h após a colheita dos ovários. 

No laboratório, os complexos cumulus-ovócitos (CCOs) foram aspirados 

de folículos de 2 a 8 mm com escalpes 18G ligados ao sistema de vácuo com 

pressão regulada para obter um fluxo médio de 10 mL/min. O líquido folicular 

aspirado contendo os CCOs foi depositado em tubo cônico de 15 mL e 

permaneceu em banho-maria (36ºC). Em seguida, o conteúdo do tubo foi 

transferido para um filtro de 75 µm, onde foi lavado com solução tampão fosfato 

salina suplementada com penicilina a 100 UI/mL e estreptomicina a 50 µg/mL; 

e imediatamente, colocado em uma placa de petri 100 X 20 mm para 

recuperação e seleção dos CCOs, com auxílio de estereomicroscópio (Zeiss – 

Stemi SV6, Holanda). Somente CCOs que apresentavam citoplasma 

homogêneo e com pelo menos três camadas de células do cummulus foram 

utilizados. Posteriormente, os CCOs selecionados foram lavados e transferidos, 

em número de 30 a 35 para cada gota de 200 µL de meio de maturação (TCM 

199 com sais de Earl’s suplementado com 10% de SFB, Gibco; 24 UI/mL de 

LH, Sigma; 10 g de FSH, Sigma; 1 g/ml de L-glutamina, Sigma; 100 UI/mL 

de penicilina, Sigma; e 50 g de estreptomicina, Sigma) coberta com óleo de 

silicone e incubados por 22 h a 39ºC em 5% de CO2 em ar, em placa de petri 

60 x 15 mm. 
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Após o período de maturação, os ovócitos foram lavados e transferidos 

para gotas de 200 µL de meio de fecundação (TALP, meio de calcium-free 

Tyrode’s albumin lactate pyruvate; PARRISH et al.[1995]; suplementado com 

nmoL/mL de 2 mM de penicilamina, Sigma; 1 mM de hipotaurina, Sigma; 250 

mM de epinefrina, Sigma; 10 g/mL de heparina, Sigma e amicacina). O dia da 

fecundação foi considerado o Dia 0 da PIV de embriões bovinos. 

O sêmen utilizado foi de um único touro (mesmo touro usado para a 

produção in vivo dos embriões deste estudo) e de mesma partida, testado para 

FIV e descongelado a 36°C por 30s. Posteriormente, uma alíquota do sêmen 

foi retirada para avaliação da motilidade e vigor e os espermatozóides foram 

selecionados em um gradiente descontínuo de Percoll (45-90%, Amersham 

Biosciences AB,Uppsala, Suécia). O gradiente de Percoll 45% foi preparado na 

proporção 1:1(v/v) de Percoll 90% e sp-TALP. O sêmen foi depositado em 

microtubo de 1,5 mL contendo 400 µL de Percoll 90% e 400 µL de Percoll 45%. 

Após centrifugação por 5 min a 5.400 x g, o pellet foi ressuspendido com meio 

de lavagem (sp-TALP) e centrifugado novamente. Em seguida, o pellet 

resultante foi ressuspendido em torno de 80 L de meio de fecundação (TALP 

suplementado com 2 mM penicilamina, 1 mM hipotaurina, 250 mM de 

epinefrina e 10 µg/mL de heparina). A concentração espermática foi verificada 

no hematocitômetro para o cálculo da dose inseminante em gota de 200 µL, 

sendo que a concentração final foi de 1x106 espermatozóides/mL. Os 

espermatozóides e ovócitos foram co-incubados por 20 h a 39ºC com 5% de 

CO2 em ar. 

 
   5.11 Cultivo in vitro dos embriões 
 

Após a co-incubação, os possíveis zigotos produzidos in vitro foram 

transferidos para gotas de meio de fluido de oviduto sintético (SOF) 

suplementado com aminoácidos essenciais e não essenciais 0,34 mM de tri-

citrato de sódio (Sigma), 2,77 mM myo-inositol (Sigma) e 5% de SFB (SOFaaci; 

HOLM et al., 1999), e cultivados a 39 ºC e 5% CO2 em ar por 7 dias (D7). No 

D7, os blastocistos de grau I produzidos in vitro foram transferidos para placas 

com gota de co-cultivo com células do cummulus com 200 µL de SOF. 
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A preparação das placas de co-cultivo para a avaliação do 

desenvolvimento de embriões produzidos in vitro (controle) e in vivo foi 

realizada 5 dias antes da descongelação/desvitrificação destes embriões. Para 

isto, células imaturas do CCOs de cerca de 30 ovócitos foram colocadas em 

placas com o meio de cultivo SOF e 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 possuía cinco gotas de meio SOF cobertas com óleo de 

silicone. Sendo que, cada gota foi destinada para determinado tratamento: 

grupos de embriões provenientes de novilhas que receberam o suplemento G e 

que foram vitrificados (V) ou congelados(C), (GV e GC) ou provenientes de 

novilhas que receberam suplemento C e que foram vitrificados ou congelados 

(CV e CC) e embriões produzidos in vitro. 

Para a descongelação dos embriões, as palhetas foram retiradas do 

nitrogênio líquido, mantidas em temperatura ambiente por 5 s e imersas em 

água aquecida a 30ºC por 20 s. Em seguida, os lacradores das palhetas foram 

retirados e após feito o corte na outra extremidade, com auxílio de uma 

tesoura, o meio juntamente com os embriões contidos na palheta foi passado 

para uma gota de 250 µL de meio Holding. Para completa reidratação, os 

embriões foram lavados em mais três banhos neste meio de manutenção. 

Posteriormente, após a lavagem em meio SOF (três banhos), os embriões 

foram transferidos para gota de cultivo correspondente ao grupo experimental 

para avaliação de seu desenvolvimento. 

Na desvitrificação, os embriões foram passados por uma seqüência de 

soluções contendo concentrações decrescentes de sucrose, nas quais 

permaneceram por 5 min em cada, para remoção dos crioprotetores presentes 

no embrião. Tal procedimento foi realizado em placa de quatro poços Nunc®, 

contendo as soluções de desvitrificação. As palhetas foram aquecidas por 3 s 

no ar e em seguida a extremidade final da OPS foi colocada diretamente na 

primeira solução de desvitrificação. Os poços um e dois possuíam cada um, 

1000 L de HM e 0,50 M de sucrose (400 L de SM; solução de desvitrificação 

1, SD1). O poço três foi constituído de 1000 L de HM e 0,25 M de sucrose 

(200 L de SM; solução de desvitrificação 2, SD2) e o poço quatro, HM. Todas 
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as soluções foram filtradas (0,22 m) e pré-aquecidas na estufa, previamente 

ao uso, além disso, mantidas entre 38 e 39ºC com o auxílio de uma placa 

aquecedora, durante todo o processo de desvitrificação. 

A criotolerância dos embriões foi avaliada pela taxa de eclosão, 

baseando-se no desenvolvimento in vitro após a desvitrificação/descongelação. 

A taxa de eclosão foi considerada como a porcentagem dos embriões que 

estavam em eclosão e eclodiram durante os momentos de avaliações, em 

relação ao número total de embriões de cada tratamento submetido ao cultivo 

in vitro. O tempo total de cultivo in vitro foi de 72 h, sendo que as avaliações do 

desenvolvimento embrionário foram realizadas às 48 h e 72 h do início do 

cultivo. 

O tamanho de cada embrião, englobando a zona pelúcida, foi 

mensurado nos momentos das avaliações de desenvolvimento embrionário, 

através do programa Motic Images Plus 2.0, por meio de uma ocular fotográfica 

acoplada à lupa Stem Zeiss SV-6. Entretanto, embriões em eclocão e 

contraídos não foram mensurados, por não apresentarem valores reais dos 

respectivos tamanhos. 

 

   5.12 Colheitas e análise do sangue 
 

As colheitas de sangue foram realizadas com aproximadamente 35 e 24 

dias de suplementação para as dosagens de IGF-I e insulina, respectivamente. 

O sangue foi colhido por punção da veia jugular em tubos Vacutainer® de 9 mL, 

contendo 100 µL de heparina sódica (Liquemine® 5000UI/mL; Hoffmann-La 

Roche, Brasiléia, Suiça) e imediatamente centrifugado a 1529 x g por 15 min 

para obtenção do plasma. Em seguida, foi armazenado a -20ºC para 

mensurações posteriores das concentrações de insulina e IGF-I. 

A dosagem de insulina foi realizada através de radioimunoensaio e a de 

IGF-I através de ensaio imunorradiométrico. Os kits utilizados para cada ensaio 

e os respectivos coeficientes de variação (CV) estão descritos na Tabela 5. 
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TABELA 5. Descrição dos kits utilizados e coeficientes de variação (CV) intra-

ensaio, valores extremos das curvas padrão e sensibilidade do ensaio, obtidos 

nas dosagens hormonais realizadas. 

Ensaio Kit 
CV intra-ensaio 

(%) 
Curva padrão 

Sensibilidade do 

ensaio 

Insulina Insulin RIA DSL-1600  8,9 5 a 300 μUI/mL 1,3 μUI/mL 

IGF-I total 
Active® IGF-I IRMA sem 

Extração DSL-2800™  
1,9 8 a 1100 ng/mL 2,06 ng/mL 

 

5.13 Análise estatística  
 

As variáveis de contagem como, número de folículos ≥ 3mm no ínicio do 

protocolo com FSH; resposta superestimulatória; número de folículos não 

ovulados; número de CL; número de estruturas totais; número de embriões 

congeláveis, degenerados e de ovócitos não fecundados foram inseridos em 

um modelo matemático que inclui os efeitos de período, ciclicidade aninhado 

ao período e tratamento, além do efeito aleatório de novilha. Para isto, utilizou-

se o procedimento GLIMMIX do programa SAS, sob a metodologia dos 

modelos lineares generalizados considerando para estas variáveis de 

contagem uma distribuição de Poisson com função de ligação logarítmica, de 

acordo com Nelder e Wedderburn (1972). Excepcionalmente, para a variável 

média de estágio de desenvolvimento embrionário, considerou-se uma 

distribuição normal com função de ligação identidade sob o mesmo 

procedimento. 

Para a média de estágio de desenvolvimento e tamanho embrionário no 

cultivo in vitro, o modelo inclui os efeitos de datas das avaliações, dieta, técnica 

de criopreservação e a interação dieta*técnica. Neste caso, utilizou-se para 

estas variáveis de distribuição normal um modelo matemático com 

procedimento GLIMMIX do programa SAS, sob a metodologia dos modelos 

lineares generalizados com funções de ligação identidade. 

Para a comparação da proporção mórula:blastocisto entre os 

tratamentos utilizou-se o teste do qui-quadrado, considerando o embrião 

congelável como unidade experimental. 
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Para as variáveis de proporção, como taxas de eclosão 48 e 72 h após 

início do cultivo in vitro no modelo matemático foram incluídos os efeitos de 

data de descongelação ou desvitrificação, dieta, técnica de criopreservação e a 

interação dieta*técnica, utilizando o procedimento GLIMMIX do programa SAS, 

considerando uma distribuição binomial com função de ligação logit. 

As medidas repetidas de concentrações médias de insulina, IGF-I, peso 

corporal e ECC foram modeladas com a matriz de correlação auto-regressiva 

de primeira ordem, utilizando o procedimento MIXED do SAS. 

Relata-se ainda que, foram obtidas as correlações (método do Pearson) 

entre as concentrações de insulina e IGF-I e as varíaveis tais como ECC, peso 

corporal, média de estágio de desenvolviemento no momento da colheita, 

número de folículos no início do tratamento com FSH, respostas 

superestimulatória e superovulatória.  

Todas as comparações estatísticas foram realizadas sobre as médias 

ajustadas pelo método dos quadrados mínimos com uma aproximação do teste 

de qui-quadrado e estão apresentadas na forma de médias e erros-padrão (EP) 

com as distribuições nas escalas originais, pois estas podem ser facilmente 

interpretadas. 

 
6. RESULTADOS 
 
   6.1 Consumo das dietas 
 

Antes da adição de 100 g de milho por cabeça/dia a ambos os 

suplementos, observou-se consumo limitado do suplemento G em relação ao 

seu consumo esperado (Tabela 6). Nesse período, o consumo médio diário nos 

grupos G e C foi de 75,8% e 96,2% do esperado, respectivamente. 

Posteriormente à adição do milho moído, obteve-se aproximação do consumo 

desejado dos suplementos em ambos os grupos, com 95,7% do fornecido no 

grupo G e 98,0% do fornecido no grupo C (Tabela 6).  
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TABELA 6. Consumos desejados e observados médios, nutrientes digestíveis 

totais (NDT) e proteína bruta (PB) dos concentrados experimentais (G e C), 

previamente e posteriormente à adição de milho moído. 
 

Concentrado G  Concentrado C 

 
Consumo 

desejado em 
g/cabeça/d 

Consumo 
observado em 

g/cabeça/d 

Consumo 
desejado em 
g/cabeça/d 

Consumo 
observado em 

g/cabeça/d 
Previamete à 
adição do 
milho moído 

500 379,1 800 769,7 

NDT (g) 417,4 316,4 420,8 404,9 
PB (g) 140,9 89,2 144,9 139,4 
Megalac-E (g) 100 75,8 - - 
     
Após adição do 
milho moído 600 574,7 900 882 

NDT (g) 504,4 483,1 507,8 497,6 
PB (g) 149,9 143,6 153,9 150,8 
Megalac-E (g) 100 95,8 - - 

 

Devido ao menor consumo médio pelos animais do grupo G nos 

primeiros 46 dias de período experimental, os concentrados diferiram quanto à 

quantidade ingerida de NDT e PB nesse período (Tabela 6). Além disso, menor 

quantidade de Megalac-E foi ingerida por animal/d, representando 75,8% da 

quantidade esperada (Tabela 6). 

Após a adição de 100 g de milho/animal/d, ambos os suplementos se 

tornaram isoenergéticos e isoprotéicos, aproximando-se do consumo desejado 

(Tabela 6). Da mesma forma, o consumo do Megalac-E alcançou 95,8% do 

desejado (Tabela 6). 
 

   6.2 Peso e escore de condição corporal  
 

Apesar de os animais terem ganhado peso durante o experimento, não 

houve diferença entre os tratamentos em relação ao peso e ECC médios dos 

animais durante cada repetição experimental (P > 0,10, Figuras 2, 3, 4 e 5). Tal 

resultado era esperado, já que os animais dos dois grupos experimentais 

receberam suplementos isoenergéticos e isoprotéicos.  
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FIGURA 2. Peso corporal (média ± EP) dos animais que receberam 

suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20) ou controle (C, n = 20), 

na primeira repetição. Não houve diferença (P > 0,10) no peso corporal médio 

entre os grupos experimentais. 

 

 
FIGURA 3. Peso corporal (média ± EP) dos animais que receberam 

suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20) ou controle (C, n = 20), 

na segunda repetição. Não houve diferença (P > 0,10) no peso corporal médio 

entre os grupos experimentais. 
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FIGURA 4. Escore de condição corporal (ECC; escala de 1 a 5; média ± EP) de 

animais que receberam suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20) 

ou controle (C, n = 20), na primeira repetição. Não houve diferença (P > 0,10) 

no ECC médio entre os grupos experimentais. 

 

 
FIGURA 5. Escore de condição corporal (ECC; escala de 1 a 5; média ± EP) de 

animais que receberam suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20) 

ou controle (C, n = 20), na segunda repetição. Não houve diferença (P > 0,10) 

no ECC médio entre os grupos experimentais. 
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      6.3 Resposta superovulatória e produção embrionária 

 
Não houve diferença entre os grupos experimentais G e C (P > 0,10) 

quanto ao número de folículos ovarianos no momento da primeira aplicação de 

FSH, à resposta superestimulatória e ao número de folículos não ovulados, 

conforme apresentado na Tabela 7. Por outro lado, foi observado que as 

novilhas que não estavam ciclando ao início da primeira repetição, mas não da 

segunda, apresentaram maior número de folículos ≥ 3 mm no momento da 

primeira aplicação de FSH do que aquelas que ciclavam (36,1 ± 2,5 vs 29,9 ± 

1,8; P = 0,04). Da mesma forma, neste período as novilhas que não estavam 

ciclando responderam melhor ao tratamento superestimulatório (29,3 ± 2,7 vs 

23,0 ± 2,0; P = 0,06).  

A resposta superestimulatória, ou seja, número de folículos > 6 mm no 

momento da última aplicação de FSH, também sofreu efeito do período 

experimental, tendo sido maior na primeira repetição (25,9 ± 1,8 vs 20,1 ± 1,6; 

P < 0,0001). 

Os animais do grupo C apresentaram maior reposta superovulatória do 

que aqueles do grupo G (Tabela 7). Além disso, para esta variável, houve 

efeito do período de realização do experimento (P = 0,03) e de ciclicidade (P = 

0,05). Na primeira repetição o número de ovulações foi maior do que na 

segunda (18,2 ± 1,3 vs 15,5 ± 1,2) e as novilhas que iniciaram o primeiro 

período em anestro tiveram maior número de CLs do que aquelas que estavam 

ciclando (20,7 ± 2,1 vs 16,0 ± 1,4). 

Após a colheita dos embriões, o número total de estruturas, de embriões 

congeláveis, de embriões degenerados e de ovócitos não fecundados colhidos, 

foi similar entre os grupos G e C (Tabela 7). No entanto, na primeira repetição, 

um menor número de embriões congeláveis (3,1 ± 0,5 vs 4,8 ± 0,6; P = 0,05) e 

maior número de embriões degenerados (4,4 ± 0,7 vs 2,5 ± 0,5; P = 0,004) foi 

obtido em relação ao segundo período experimental.  

Apesar da proporção mórula/blastocisto ter sido maior para o grupo G 

em relação ao C (Tabela 7), quando a análise foi realizada como média do 

estágio de desenvolvimento por doadora por colheita não houve diferença entre 

os tratamentos (Tabela 7). No entanto, esta variável teve efeito de período, 
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apresentando maior valor na primeira repetição experimental do que na 

segunda (5,3 ± 0,1 vs 5,1 ± 0,1; P = 0,09).   

 

TABELA 7. Resultados (média dos quadrados mínimos ± EP) da população 

folicular, corpos lúteos e embriões colhidos em novilhas suplementadas com 

gordura protegida (G) ou sem a adição de gordura protegida (C).  

*Desenvolvimento embrionário: 4 = mórula; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto e 7 = 

blastocisto expandido. 

 

6.4 Desenvolvimento in vitro dos embriões após desvitrificação ou 
descongelação 
 

Resultados satisfatórios nas taxas de eclosão às 48 h (78,6 ± 4,8%) e às 

72 h (86,6 ± 4,0%) do início de cultivo in vitro dos embriões produzidos in vitro 

demonstram que houve condições adequadas de estufa e dos meios de cultivo 

in vitro. Além disso, ao se comparar estas taxas de eclosão com as dos 

tratamentos G e C agrupados, os embriões produzidos in vitro tiveram melhor 

eclosão (P < 0,01) tanto às 48 h (78,6 ± 4,8% vs 24,3 ± 2,7%) quanto às 72 h 

(86,6 ± 4,0% vs 37,3 ± 3,0%) de cultivo. 

Pelo fato de não haver efeito de interação entre os grupos de embriões 

C ou G com a técnica de criopreservação às 48 h (P = 0,83) e 72 h (P = 0,65) 

de cultivo in vitro, estas variáveis foram analisadas separadamente. Deste 

modo, ao se comparar a viabilidade embrionária dos grupos G e C, os 

 
Grupo G 

(n = 40) 

Grupo C 

(n = 40) 
P 

Folículos ≥ 3 mm (início FSH); n 32.4 ± 1.5 32.7 ± 1,5 0.85 

Folículos ≥ 6 mm (final FSH); n 22,5 ± 1,7 23,3 ± 1,7 0.50 

Folículos não ovulados: D10; n 7,6 ± 1,2 6,6 ± 1,1 0,49 

Corpos lúteos; n 15,7 ± 1,2 18,0 ± 1,3 0,06 

Estruturas totais; n 9,1 ± 1,0 9,9 ± 1,0 0,42 

Embriões congeláveis; n 3,6 ± 0,5 4,2 ± 0,6 0,48 

Embriões degenerados; n 3,4 ± 0,6 3,3 ± 0,6 0,78 

Ovócitos não fecundados; n 0,6 ± 0,3 1,1 ± 0,5 0,31 

Proporção mórula/blastocisto 34,6:65,4 22:78 0,01 

*Média de estágio de desenvolvimento 

embrionário/doadora/colheita 
5,1 ± 0,1 5,3 ± 0,1 0,31 
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embriões do grupo C apresentaram maior taxa de eclosão, independentemente 

do método de criopreservação, às 48 h (P = 0,009) e 72 h (P = 0,04) de cultivo 

in vitro (Figura 6). 

 

 

FIGURA 6. Taxa de eclosão (média dos quadrados mínimos ± EP) dos 

embriões após a descongelação ou desvitrificação avaliada 48 e 72 h após o 

início do cultivo in vitro, comparando embriões produzidos por animais que 

receberam suplemento com gordura protegida (G) ou controle (C). A taxa de 

eclosão foi maior para os embriões provenientes do grupo C em relação à dos 

embriões produzidos pelo grupo G (a,bGrupos diferem entre si dentro de cada 

momento de avaliação; P < 0,05). 

 

Similarmente, o estágio de desenvolvimento médio dos embriões 

provenientes do grupo C foi maior em relação ao dos embriões produzidos pelo 

grupo G, às 48 e 72 h de cultivo in vitro (Tabela 8). Entretanto, o diâmetro 

médio dos embriões do grupo C não diferiu em relação aos do grupo G em 

nenhum dos dois momentos de avaliação de cultivo (Tabela 8). 
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TABELA 8. Estágio de desenvolvimento embrionário e diâmetro (média dos 

quadrados mínimos ± EP) dos embriões viáveis produzidos por animais que 

receberam suplemento com gordura protegida (G) ou controle (C) 48 e 72 h 

após o início do cultivo in vitro.  
 

Grupo G Grupo C P 

48 h de cultivo in vitro (n) (n = 56) (n = 71)  

*Estágio de desenvolvimento 

embrionário 
7,09 ± 0,11 7,35 ± 0,12 0,02 

Diâmetro embrionário (µm) 194,5 ± 11,9 198,7 ± 12,2 0,73 

72 h de cultivo in vitro (n) (n = 52) (n = 75)  

*Estágio de desenvolvimento 

embrionário 
7,43 ± 0,08 7,61 ± 0,06 0,08 

Diâmetro embrionário (µm) 241,6 ± 13,4 236,2 ± 10,7 0,76 

*Desenvolvimento embrionário: 4 = mórula; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto; 7 = 

blastocisto expandido e 8 = Blastocisto eclodido. 

 

As taxas de eclosão às 48 e 72 h de cultivo in vitro, independentemente 

do suplemento experimental, foram similares (P = 0,79 e 0,26, 

respectivamente) para as técnicas de criopreservação de embriões (Figura 7).  
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FIGURA 7. Taxa de eclosão (média dos quadrados mínimos ± EP) dos 

embriões submetidos à vitrificação/desvitrificação ou 

congelação/descongelação avaliada 48 e 72 h após o início do cultivo in vitro. A 

taxa de eclosão foi similar para os embriões vitrificados e congelados, 

independentemente do momento da avaliação do cultivo in vitro (P > 0,10).  

 

Os tamanhos e estágios de desenvolvimento dos embriões que foram 

mensurados às 48 e 72 h não apresentaram diferenças quanto a técnica de 

criopreservação (P > 0,10; Tabela 9). 
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TABELA 9. Estágio de desenvolvimento embrionário e diâmetro (média dos 

quadrados mínimos ± EP) dos embriões viáveis após a descongelação ou 

desvitrificação avaliados 48 e 72 h após o início do cultivo in vitro.  

 Congelado Vitrificado P 

48 h de cultivo in vitro (n) (n = 57) (n = 70)  

*Estágio de desenvolvimento 

embrionário 
7,20 ± 0,11 7,24 ± 0,12 0,71 

Diâmetro embrionário (µm) 191,9 ± 11,9 201,2 ± 12,3 0,44 

72 h de cultivo in vitro (n) (n = 61) (n = 66)  

*Estágio de desenvolvimento 

embrionário 
7,44 ± 0,07 7,60 ± 0,07 0,12 

Diâmetro embrionário (µm) 226,7 ± 11,8 251,0 ± 12,0 0,15 

*Desenvolvimento embrionário: 4 = mórula; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto; 7 = 

blastocisto expandido e 8 = Blastocisto eclodido. 

 
      6.5 Concentrações circulantes de IGF-I e insulina 
 

As concentrações plasmáticas médias para IGF-I foram menores para 

os animais do grupo suplementado com gordura do que para os do grupo 

controle (374,3 ± 27,2 vs 483,8 ± 26,5 ng/mL; P < 0,0001), quando os animais 

estavam com aproximadamente 35 dias do início do experimento. Entretanto, 

para as concentrações de insulina plasmática aos 24 dias de suplementação 

dietética não foi encontrada diferença (P > 0,10) entre os tratamentos G (4,3 ± 

0,5 μUI/mL) e C (4,5 ± 0,5 μUI/mL).  

Na avaliação da correlação entre concentrações plasmáticas de IGF-I ou 

de insulina com diversas variáveis analisadas, tanto na resposta 

superovulatória quanto na criotolerância embrionária, não foi possível observar 

significância para nenhuma destas análises (dados não apresentados).  
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7. Discussão 
 
   7.1 Consumo dos suplementos experimentais 
 

O consumo limitado do suplemento G, provavelmente foi devido a uma 

menor palatabilidade do produto e pela boa qualidade do pasto, nos primeiros 

46 dias de período experimental. Tal fato comprometeu a garantia de ter 

suplementos isoenergéticos e isoprotéicos entre os grupos, como esperado. 

Podendo ser uma das explicações do efeito negativo da criotolerância destes 

embriões do grupo G em relação ao C. 

Além disso, a quantidade de Megalac-E ingerida, quando o consumo foi 

de 379,1 g/cabeça/dia, ao invés de 500,0 g/cabeça/dia (75,8%) foi diminuída 

passando para 75,8 g/animal/dia, podendo contribuir para menor taxa de 

eclosão obtida para o grupo G em relação ao C. Estudos avaliando quantidade 

de Megalac-E bem como tempo de suplementação com gordura protegida 

devem ser realizados para responder estas questões. 

Apesar disso, ECC e peso corporal não difeririam entre os grupos 

experimentais, conforme é esperado no fornecimento de concentrados 

isonergéticos e isoprotéicos, concordando com os resultados de Hightshoe et 

al. (1991), Hawkins et al. (1995), Spicer et al. (1993), Bader et al. (2005), 

Ambrose et al. (2006), Filley et al. (1999) e Green et al. (2008b) que fornceram 

suplementos lipídicos. 

 

   7.2 Resposta superovulatória, produção e desenvolvimento in vitro de 
embriões 
 

Relativamente, poucos trabalhos avaliaram o efeito dos ácidos graxos 

na produção e desenvolvimento de embriões produzidos in vivo (RYAN et al., 

1992; KOJIMA et al., 1997; CERRI et al., 2004; BADER et al., 2005; 

THANGAVELU et al., 2007; CHILDS et al., 2008b; PETIT et al., 2008). Além 

disso, não existe um consenso entre os resultados. No presente estudo, se 

avaliou a influência da gordura protegida, com predominância do ácido linoléico 

em sua composição, na produção de embriões in vivo. Aparentemente, este foi 

o primeiro estudo com novilhas Nelores superestimuladas, em que o grupo 
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controle recebeu suplementação próxima à isoenergética e isoprotéica, porém 

sem adição de nenhum tipo de gordura protegida, ou outro tipo de ácido graxo, 

ao contrário do que é visto nos artigos encontrados. 

O período de suplementação utilizado neste trabalho foi baseado no 

tempo requerido para que os folículos primários se desenvolvam até o estágio 

antral (WEBB et al., 2004; BADER et al., 2005) e no tempo de suplementação 

de, no mínimo, sete semanas para se observar efeito da dieta na qualidade 

ovocitária/embrionária, sugerido por Thomas & Williams (1996). Além disso, a 

escolha do tempo de fornecimento dos concentrados no presente estudo 

baseou-se em outros trabalhos que mostraram a influência de dietas lipídicas 

na produção embrionária (KOJIMA et al., 1997; CERRI et al., 2004; 

THANGAVELU et al., 2007; CHILDS et al., 2008b; PETIT et al., 2008). 

A similaridade na resposta superestimulatória e na produção de 

embriões encontrada, no presente estudo, entre os grupos experimentais foi de 

acordo com a hipótese apresentada. Entretanto, mesmo obtendo-se maiores 

concentrações circulantes de IGF-I para o grupo C em relação ao G, isto não 

foi associado ao incremento no número de folículos pequenos no início da 

aplicação de FSH ou à diferença na produção de embriões para os 

tratamentos. Isso ocorreu apesar de a insulina e o IGF-I atuarem como 

potentes estimuladores da proliferação de células da granulosa e da 

esteroidogênese em bovinos, além de aumentarem a resposta ovariana às 

gonadotrofinas (WEBB et al., 2004) e número de embriões viáveis produzidos 

por vacas superovuladas (VELAZQUEZ et al., 2005).  

Apesar de as novilhas do grupo C terem consumido maior quantidade de 

concentrado para se obter suplementos isoenergéticos e isoprotéicos entre os 

grupos, este fato também não afetou a população folicular na superovulação. 

Outros estudos demonstraram que a alta ingestão alimentar influenciou 

positivamente (GUTIERREZ et al., 1997; WEBB et al., 2004) ou negativamente 

(MOLLO et al., 2007) na população folicular e número de ovulações em fêmeas 

superovuladas. Por outro lado, BASTOS (2008) não encontrou influência da 

alta ingestão na resposta superestimulatória em novilhas Nelores, concordando 

com os resultados do presente estudo. Entretanto, outros estudos mostraram 

aumento no número de folículos pequenos (3 a 5 mm; BILBY et al., 2006b) ou 

médios (6 a 9 mm; HIGHTSHOE et al., 1991; LUCY et al., 1991; WEHRMAN et 
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al., 1991; THOMAS et al., 1997; ROBINSON et al., 2002) ao fornecer dietas 

lipídicas. Ao contrário dos demais trabalhos, no presente estudo se utilizou um 

suplemento dietético sem a presença da gordura protegida. Deste modo, 

comprovou-se que a suplementação lipídica não afetou o número de folículos, 

nestas condições experimentais.  

Corroborando a hipótese inicial, a resposta superestimulatória bem 

como o número total de estruturas, embriões congeláveis, embriões 

degenerados e ovócitos não fecundados colhidos não foram diferentes entre os 

grupos experimentais. Os resultados do presente estudo concordam com os 

achados de Thangavelu et al. (2007), em que vacas holandesas no pós-parto 

foram submetidas à dieta com gordura saturada (palmítico e esteárico), linhaça 

(rica em ácido linolênico) ou semente de girassol (rica em ácido linoléico) e não 

houve efeito das dietas no número de folículos, total de estruturas colhidas, 

embriões transferíveis ou taxa de fecundação.  

Da mesma forma, estudos recentes (CHILDS et al., 2008b; PETIT et al., 

2008) compararam dietas com ácido graxo saturado (controle) ou AGP n-3, 

isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas a novilhas de corte e vacas 

holandesas, respectivamente. Nenhum dos trabalhos detectou efeito da 

suplementação de AGP n-3 no número de ovulações, número total de ovócitos 

não fecundados e embriões colhidos. No único estudo (RYAN et al., 1992) em 

que a dieta controle não foi adicionada de gordura, as respostas 

superestimulatória e superovulatória de novilhas de corte não foram 

influenciadas pela dieta com óleo de soja (ácido linoléico). Entretanto, ao 

contrário do resultado do presente estudo em que os animais do grupo C 

apresentaram maior reposta superovulatória do que do grupo G, Kojima et al. 

(1997) relataram maior quantidade de CLs para fêmeas suínas suplementadas 

com uma mistura de ácidos graxos (γ-linoléico, linoléico e oléico), apesar dos 

ácidos graxos linoléico e linolênico individualmente não terem sido capazes de 

interfirir na resposta superovulatória. Por outro lado, tal resultado para o 

número de CL do grupo C pode ter sido interferência adicicional da primeira 

repetição experimental e dos animais que não estavam ciclando neste 

momento. 

Adicionalmente, acredita-se que os animais em anestro na primeira 

repetição poderiam ter tido maior resposta folicular em relação à energia 
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fornecida pela dieta, independente do tipo do suplemento, e com isso, maior 

número folículos foram recrutados em relação aos que estavam ciclando. Este 

resultado, juntamente com a boa qualidade do pasto nos primeiros dias 

experimentais, pode ter contribuído para melhor resposta superestimulatória e 

superovulatória das novilhas não cíclicas no primeiro período experimental. Por 

outro lado, a reposta exagerada ao tramento superovulatório pode ter 

comprometido a qualidade dos embriões (SCHERZER et al., 2008), visto no 

menor número de embriões congeláveis e maior número de embriões 

degenerados, neste período. 

O número de embriões viáveis recuperados no presente estudo se 

enquadra na média brasileira encontrada para raça Nelore bem como nos 

trabalhos realizados por nosso laboratório (MOLLO et al., 2007; BASTOS, 

2008). Entretanto, os embriões colhidos não foram diferentes entre os grupos 

experimentais, no que diz respeito à quantidade, qualidade e número de 

degenerados, concordando com experimentos cujos animais foram 

alimentados com dietas contendo ácidos graxos linolênico, saturados 

(THANGAVELU et al., 2007), ácido linoléico (RYAN et al., 1992; BADER et al., 

2005; THANGAVELU et al., 2007) ou suplemento ausente de gordura (RYAN et 

al., 1992). 

Resultados contrários ao do presente estudo mostraram efeito da 

suplementação lipídica na qualidade e quantidade de embriões produzidos in 

vivo. A diminuição de embriões degenerados foi vista ao se suplementar 

novilhas de corte com dieta contendo ácido linolênico (CHILDS et al., 2008b). 

Além disso, aumento do número total de embriões (KOJIMA et al., 1997) e de 

embriões viáveis (KOJIMA et al., 1997; CERRI et al., 2004) foi relatado quando 

os animais receberam mistura de γ-linoléico, linoléico e oléico (KOJIMA et al., 

1997) ou sais de cálcio de ácidos graxos linoléico e trans (CERRI et al., 2004). 

Efeitos negativos da suplementação lipídica foram relatados por Petit et al. 

(2008) quando adicionaram ácido linolênico à dieta de vacas de leite, 

observando maior número de embriões degenerados e diminuição dos 

embriões viáveis. 

Ainda não há consenso se os ácidos graxos são mais importantes para 

o embrião em si ou para sua implantação (PETIT et al., 2008), pois, podem 

reduzir a síntese ovariana e endometrial de PGF2α, auxiliar o embrião a 



73 
 

produzir interferon , bem como alterar o ambiente da tuba uterina e do útero. 

Esses efeitos contribuem para o desenvolvimento embrionário, redução na 

morte embrionária e conseqüente estabelecimento da prenhez (BINELLI et al., 

2001; MATTOS et al., 2004; CHILDS et al., 2008b). A diminuição na 

mortalidade embrionária provocada pela alimentação com AGP ocorre pela 

estimulação da produção de diferentes tipos de prostaglandinas, como das 

prostaglandinas da série 3, menos potentes para luteólise ou mesmo, redução 

na sensibilidade do CL à PGF2α, evitando desta forma, a luteólise (PETIT & 

TWAGIRAMUNGU, 2006; CHILDS et al., 2008b). Isso sugere que a dieta 

lipídica provavelmente não possui efeito no desenvolvimento embrionário per si 

(CHILDS et al., 2008b). 

Pelos resultados inferiores encontrados para o desenvolvimento in vitro 

de embriões do grupo G após criopreservação em relação aos provenientes de 

novilhas do grupo C, sugere-se que o efeito positivo do ácido linoléico seja no 

útero, atrasando a luteólise e permitindo que os embriões consigam fazer o 

reconhecimento materno-fetal. Deste modo, a expressão gênica uterina e 

subseqüente sobrevivência fetal são necessárias para entender o mecanismo 

de ação dos AGP. 

As taxas de prenhez encontradas em animais suplementados com ácido 

linoléico após IA e inovulação de embriões reforçam a hipótese da sua atuação 

no útero, auxiliando em mecanismos anti-luteolíticos. A infusão no abomaso de 

gordura contendo alta quantidade de ácido linoléico (OLDICK et al., 1997) ou a 

suplementação com AGP n-6 protegido (CHENG et al., 2001) provocaram 

menor liberação de PGF2α em resposta à ocitocina. Lopes et al. (2007) 

forneceram Megalac-E por 28 dias após IATF e observaram em vacas Nelore 

taxa de prenhez superiores (56,5%, n = 200) em relação ao grupo não 

suplementado (45,6%, n = 211; P = 0,015). Posteriormente, este mesmo grupo 

realizou um experimento com suplementação entre o momento da IA até o 

diagnóstico de gestação e também obtiveram maior taxa de concepção para 

vacas que receberam Megalac-E (48,2%, 81/168) em relação às que 

receberam Megalac (33,9%, 58/177) ou àquelas suplementadas com mineral 

protéico (26,4%, 63/238; LOPES et al., 2008). Dieta com semente de girassol 

(rica em linoléico) foi fornecida a vacas Nelore pós-parto (n = 133) do momento 
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da IA até 22 dias após o protocolo e observou-se aumento de 20,4% na taxa de 

concepção para vacas que receberam esta dieta (PERES et al., 2008). 

Adicionando Megalac-E® à suplementação mineral protéica de 

receptoras de embrião mestiças (n = 288) do início do protocolo de 

sincronização até o 52º dia após a inovulação, houve um acréscimo na taxa de 

concepção de 12% (48,7% vs 36,7%) em relação ao grupo controle (n = 207; 

RODRIGUES JUNIOR, 2008). 

Apesar da proporção mórula:blastocisto ter sido maior para o grupo G 

em relação ao C, a média do estágio de desenvolvimento por doadora por 

colheita não se diferenciou entre os tratamentos. Isto sugere que alguns 

animais do grupo C que tiveram números maiores de embriões em estágios 

mais avançados possam ter contribuído para esta diferença, sem ser 

interferência do suplemento fornecido. Por outro lado, no cultivo, observou-se 

uma predominância de estágios mais avançados para os embriões 

mensurados às 48 h e maiores taxas de eclosão para embriões provenientes 

de novilhas suplementadas no grupo C em relação ao G. Tal fato pode estar 

associado à maior quantidade consumida de concentrado pelo grupo C, o que 

reflete em concentrações mais elevadas de IGF-I que podem interferir 

positivamente no desenvolvimento embrionário (BLOCK et al., 2007).  

Pelo fato da concentração de insulina não diferir entre os tratamentos, o 

desenvolvimento embrionário acelerado para o grupo controle pode não ser 

devido a este hormônio. Entretanto, se houvesse um grupo experimental com 

animais mantidos somente a pasto, poder-se-ía responder se realmente foi a 

gordura protegida que provocou este efeito negativo ou se foi o acréscimo do 

milho que acelerou o desenvolvimento embrionário. Além disso, pelo fato de 

existir variação na seletividade e consumo individuais entre os animais no 

pasto, a proporção de ácidos graxos n-3 e n-6 importante nos processos 

reprodutivos (BADER et al., 2005) pode não ter sido alcançada neste estudo, 

podendo explicar um desenvolvimento menos acelerado dos embriões do 

tratamento G. Apesar disso, os ácidos graxos podem ser importantes para que 

o embrião se desenvolva, o que foi relatado por Cerri et al. (2004) e 

Thangavelu et al. (2007) através da presença de maior número de blastômeros 

para embriões oriundos de vacas suplementadas com AGP. No entanto, nestes 

experimentos, o suplemento controle utilizado possuía a presença de ácido 
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graxo saturado. Domingues (2008) também mostrou que embriões resultantes 

de ovócitos colhidos de vacas Nelores alimentadas com canola em grão (rica 

em AGP) são mais resistentes à vitrificação do que aqueles provenientes de 

animais que receberam suplemento controle. 

Ao se adicionar ácido graxo linoléico ao meio de cultivo de embriões, 

melhores taxas de sobrevivência após a criopreservação foram obtidas para 

embriões bovinos. Este efeito do ácido graxo linoléico foi explicado pelo 

aumento da fluidez da membrana plasmática (nível de insaturação) devido à 

incorporação do ácido graxo linoléico na membrana embrionária durante o 

cultivo (HOCHI et al., 1999; TOMINAGA et al., 2000; PEREIRA et al., 2007, 

2008). Por outro lado, os resultados do presente estudo comparando a 

viabilidade embrionária dos grupos G e C após criopreservação, demonstraram 

que os embriões do grupo G apresentaram menor taxa de eclosão após 48 e 

72 h de cultivo in vitro. Corroborando estes resultados, Nonogaki et al. (1994) 

relatam que a exposição de zigotos de camundongos ao ácido linoléico e α-

linolênico inibiu o desenvolvimento embrionário in vitro. Este fato ocorreu pelo 

aumento da peroxidação lipídica ou pela estimulação da proteína quinase C, 

levando a apoptose (YU et al., 2001; EITEL et al., 2003). Os demais trabalhos 

citam ácido linolênico e saturado como inibidores. Camundongas adultas foram 

alimentadas por 4 semanas com dieta com baixa quantidade de ácidos graxos 

n-3 (controle) ou enriquecidas com este ácido graxo (WAKEFIELD et al., 2007). 

Esse estudo demonstrou que, ovócitos que foram expostos a um ambiente com 

alto nível AGP n-3 durante a maturação no ovário, tiveram alteração na 

distribuição de mitocôndrias, nos níveis de cálcio e aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio. Além disso, os zigotos colhidos de fêmeas 

alimentadas com n-3 tiveram a aparência morfológica afetada e diminuíram a 

habilidade de desenvolvimento a blastocisto. Portanto, dieta enriquecida com 

AGP n-3 pode reduzir o desenvolvimento embrionário devido a defeitos no 

metabolismo mitocondrial. O fato de a suplementação de ácido linolênico ter 

reduzido o desenvolvimento embrionário pode estar relacionado à maior 

maturação do ovócito e também à menor digestibilidade do óleo de linhaça e 

conseqüente menor consumo de energia, contribuindo para diminuição do 

número de embriões graus 1 e 2 (PETIT et al., 2008). O desenvolvimento in 

vitro e a taxa de eclosão de blastocistos de camundongos provenientes do 
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estágio de uma célula foram prejudicados pela adição do ácido palmítico 

(saturado) em comparação ao ácido oléico (monoinsaturado; QUINN & 

WHITTINGHAM, 1982). Similarmente, a adição de ácido palmítico ou esteárico 

durante a maturação ovocitária afetou negativamente a criotolerância dos 

embriões submetidos à vitrificação (SHEHAB-EL-DEEN et al., 2009). Já outros 

estudos não encontraram efeito da adição de ácido aracdônico (PEREIRA et 

al., 2001; MARQUES et al., 2007) ou EPA (MARQUES et al., 2007) durante a 

maturação ovocitária in vitro no subseqüente desenvolvimento embrionário. O 

desenvolvimento dos embriões está relacionado à composição dos ácidos 

graxos, principalmente, aos fosfolipídios presentes na membrana celular 

(McEVOY et al., 2000). Mensurações de ácidos graxos diretamente do embrião 

podem fornecer adicionais explicações para a diferença na criotolerância 

encontrada para os embriões dos grupos experimentais.  

O diâmetro embrionário no cultivo in vitro não diferiu entre os grupos G e 

C, concordando com Green et al. (2008b) que não observaram efeito da 

suplementação lipídica com AGP n-6 no tamanho dos conceptos colhidos de 

ovelhas. A menor taxa de eclosão encontrada para embriões provenientes de 

novilhas que receberam o suplemento G pode estar associada ao estágio de 

desenvolvimento em que os embriões foram criopreservados, sendo que neste 

grupo, foram colhidos estágios embrionários menos avançados. O estágio de 

desenvolvimento embrionário no momento da criopreservação é considerado 

um fator crítico para a viabilidade dos embriões pós-descongelação e 

aquecimento. Esta diminuição de viabilidade pode ser causada pela alta 

sensibilidade a baixas temperaturas dos estágios iniciais de desenvolvimento 

(DINNYÉS et al., 1996; SOMMERFELD & NIEMANN, 1999). Resultados 

prévios de nosso laboratório com embriões provenientes de vacas aneloradas 

superovuladas mostraram que mórulas são menos resistentes ao processo de 

congelação lenta do que blastocistos quando comparados aos respectivos 

estágios a fresco (SARTORI et al., 2008). Para embriões ovinos produzidos in 

vivo e congelados, Garcia-Garcia et al. (2006) encontraram maior taxa de 

sobrevivência para blastocistos (83,7%, n = 43) do que para mórulas (46,3%, n 

= 41), assim como Cocero et al. (1996) que demonstraram um melhor 

desenvolvimento embrionário in vitro para blastocisto de ovelhas produzidos in 

vivo (70,5%, 31/44) comparado ao estádio de mórula (57,9%, 22/38). Para 
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embriões produzidos in vitro resultados semelhantes são encontrados. Após a 

vitrificação em OPS de embriões zebuínos provenientes de ovócitos de 

aspiração folicular in vivo (VARAGO et al., 2006) ou congelação em glicerol de 

embriões bovinos derivados de ovócitos de abatedouro (CARVALHO et al., 

1996), os blastocistos expandidos apresentaram melhores taxas de 

sobrevivência em comparação aos blastocistos ou blastocistos iniciais. O 

aumento da criotolerância em estágios mais avançados parece estar 

relacionado a maior número de células e a um menor tamanho celular, o qual 

melhora a resistência ao resfriamento quando comparado aos estágios iniciais 

embrionários que possuem poucas e grandes células, e junções fracas entre os 

blastômeros (DINNYÉS et al., 1996; GARCIA-GARCIA et al., 2006). Além 

disso, a permeabilidade ao crioprotetor talvez seja menor em embriões em 

estágios mais recentes (GARCIA-GARCIA et al., 2006). O fato dos blastocistos 

produzidos in vivo possuírem menor número de gotas de lipídeos do que 

mórulas sugere que isto seja responsável pela menor criotolerância de estágios 

menos desenvolvidos (ABE et al., 1999). Por outro lado, em bovinos, Peres et 

al. (2006) observaram maiores taxas de concepção em receptoras inovuladas 

com mórulas descongeladas quando comparado a blastocistos descongelados. 

Após vitrificação, Green et al. (2008a) também observaram aumento na taxa de 

prenhez de ovelhas quando foram inovuladas com embriões vitrificados em 

estágio mais jovem (64,0% em 25 receptoras vs 44,4% em 18 receptoras). No 

entanto, estes autores não relataram diferença estatística entre os estágios 

embrionários congelados quanto à taxa de prenhez de ovelhas, sendo 38,9% 

(18 receptoras) para mórula e 36,0% (25 receptoras) para blastocisto. Da 

mesma forma, Cocero et al. (1996), Lopatarova et al. (2002) e Campos-Chillon 

et al. (2006) relataram similaridade na taxa de sobrevivência embrionária 

quando inovularam (COCERO et al.,1996) ou cultivaram in vitro 

(LOPATAROVA et al., 2002; CAMPOS-CHILLON et al., 2006) embriões 

vitrificados em estágios mais recentes ou avançados de desenvolvimento.  
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   7.3 Técnica de criopreservação 
 

Considerando a técnica de criopreservação, semelhantes taxas de 

eclosão foram obtidas para embriões do grupo vitrificados e congelados cultivo. 

Van Wagtendonk-de Leeuw et al. (1995), Dattena et al. (2000), Kong et al. 

(2000), El-Gayar & Holtz (2001), Lopatatova et al. (2002), Papadopoulos et al. 

(2002), Begin et al. (2003), Cuello et al. (2004), Guignot et al. (2006), 

Lopatarova et al. (2006), El-Gayar et al. (2008), Green et al. (2008a) também 

estudaram a criotolerância de embriões produzidos in vivo e vitrificados, 

entretanto poucos trabalhos com bovinos foram relatados (VAN 

WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 1995; LOPATAROVA et al., 2002; 

LOPATAROVA et al., 2006). Isso se deve, provavelmente, ao fato dos 

embriões provenientes da produção in vitro serem mais sensíveis aos 

processos de criopreservação e requererem mais pesquisas. Entretanto, 

devido às vantagens da vitrificação, como sendo um processo rápido e de 

baixo custo e principalmente pelos resultados favoráveis encontrados para esta 

técnica em embriões provenientes de vacas superovuladas, como mostrado no 

presente estudo, faz-se necessária a padronização das técnicas de vitrificação 

para utilização em larga escala para este tipo de embriões. 

Apesar de não ter havido diferenças no presente estudo quanto à 

técnica de criopreservação embrionária, a vitrificação ainda parece ser 

favorável em relação à congelação, baseando em suas vantagens e também 

nos resultados positivos na literatura. Por exemplo, a taxa de eclosão, avaliada 

pelo cultivo in vitro por 72 h para blastocistos expandidos bovinos produzidos in 

vivo e vitrificados em OPS (29,3%, 11/37) foi maior em relação aos congelados 

convencionalmente (11,4%, 5/44; LOPATAROVA et al., 2002). Para embriões 

ovinos produzidos in vivo e inovulados pela técnica de transferência direta, 

maior taxa de prenhez foi obtida para os criopreservados pelo método de 

vitrificação em OPS do que os congelados (57,1%, 23 receptoras vs 34,8%, 21 

receptoras P = 0,07; GREEN et al., 2008a). Adicionalmente, embriões 

vitrificados tiveram maior viabilidade in vivo em estágio de mórula em relação 

aos embriões congelados no mesmo estágio (64,0%, 25 receptoras vs 38,9%, 

18 receptoras, P = 0,07; GREEN et al., 2008a). Para embriões caprinos, as 

taxas de prenhez aos 40 dias e sobrevivência foram superiores para os 
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vitrificados em OPS (100%, 14/14 e 64%, 18/28), comparando com embriões 

congelados (58%, 7/12 e 42%, 10/24; El-GAYAR & HOLTZ, 2001), 

respectivamente. Da mesma forma, Guignot et al. (2006) ao transferirem 

embriões caprinos vitrificados com a adição de sucrose ou submetidos à 

congelação lenta observaram taxa de nascimento maior após a vitrificação 

(34%, 20/58 vs 21%, 12/58, P < 0,10), apesar da taxa de prenhez ter sido 

semelhante para ambas as técnicas (52%, 15/29 vs 31%, 9/29, 

respectivamente. Resultados favoráveis para a vitrificação em relação à 

congelação também são obtidos para embriões bovinos produzidos in vitro. 

Publicações relataram que a taxa de sobrevivência em 24 h de cultivo foi 

superada por blastocistos bovinos vitrificados em relação aos congelados em 

glicerol (81% vs 62%, DINNYÉS et al., 1995, 1996). Melhores taxas também 

foram encontradas para embriões humanos na substituição do método 

tradicional de congelação pela vitrificação (KULESHOVA et al., 2002). Por outo 

lado, os embriões de ovelhas desenvolvidos in vitro foram vitrificados 

(propilenoglicol e glicerol) ou congelados em glicerol e sucrose e 

posteriormente foi avaliado o seu desenvolvimento in vitro. Mórulas e 

blastocistos congelados (31% e 67%) tiveram maiores taxas de 

desenvolvimento do que os vitrificados (12% e 19%; De PAZ et al., 1994). Silva 

& Metelo (2005) relacionaram alterações físicas na zona pelúcida com a 

viabilidade de embriões bovinos produzidos in vitro submetidos à congelação 

lenta ou à vitrificação (utilizando etilenoglicol, ficol e sucrose). Maior viabilidade 

foi obtida para embriões provenientes do grupo de embriões frescos, seguida 

dos grupos de embriões congelados e por último, embriões vitrificados. As 

taxas de prenhez de embriões bovinos produzidos in vivo vitrificados foram 

avaliadas em receptoras, e não diferiram entre embriões vitrificados em OPS 

ou congelados (LOPATAROVA et al., 2006). Ao se comparar a congelação 

lenta e a vitrificação com glicerol, embriões bovinos criopreservados por estas 

duas técnicas se desenvolveram similarmente em receptoras (59%, 20/34 vs 

43%, 17/40). Guignot et al. (2006) também não encontraram diferença entre 

vitrificação em glicerol e etilenoglicol e congelação lenta de embriões 

provenientes de cabras superovuladas, após a transferência para receptoras, 

sendo a taxa de prenhez de 69% (18/26) vs 48% (14/29) e a taxa de 

nascimento, 45% vs 35%, respectivamente. Green et al. (2008a) relataram que 
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a taxa de prenhez de ovelhas inovuladas com embriões a fresco foi de 50% (50 

receptoras), sendo similares às encontradas para embriões congelados 

(38,6%, 44 receptoras) e vitrificados (55,8%, 43 receptoras). Similarmente, 

após 72 h de cultivo in vitro, as taxas de sobrevivência e eclosão de embriões 

vitrificados não foram diferentes para o grupo congelado (DINNYÉS et al., 

1996). Entretanto, os estudos que avaliaram o desenvolvimento embrionário in 

vivo utilizaram baixo número de receptoras. 

A maior resistência dos embriões à técnica de vitrificação está associada 

às características da OPS em relação às palhetas de 0,25mL utilizadas na 

congelação, tais como, a redução da espessura da parede da palheta (de 1,7 

para 0,8 mm) e do diâmetro interno da OPS de 0,15 para 0,07 mm. Estas 

características da OPS proporcionam alta taxa de resfriamento, redução do 

volume de crioprotetor e menor tempo de exposição do embrião à solução de 

vitrificação e às temperaturas que são sensíveis e conseqüentemente 

diminuição dos danos celulares em relação à congelação convencional. Por 

exemplo, através da vitrificação há significante redução na fratura da zona 

pelúcida, o que é comum na congelação convencional (LAPATAROVA et al., 

2002; BEGIN et al., 2003). A eficácia da vitrificação em OPS também está 

ligada à desvitrificação dos embriões, em que a reidratação ocorre 

imediatamente após a imersão na solução de aquecimento. Além disso, a 

presença do carboidrato não permeável na solução de desvitrificação previne o 

influxo excessivo de água, já que esta penetra mais rapidamente do que a 

difusão dos crioprotetores. Assim há redução de danos às membranas e 

conseqüentemente aumento na sobrevivência embrionária (VAJTA et al., 

1998). 

Devido à variação nas condições experimentais mostradas nos diversos 

estudos, há necesidade da otimização da técnica de vitrificação, com intuito de 

se obter taxas de prenhez semelhantes à dos embriões transferidos a fresco e 

aplicar esta técnica na rotina do campo, principalmente devido ao baixo custo 

da mesma. Apesar da técnica de vitrificação necessitar de maior 

aperfeiçoamento técnico, na área de reprodução assistida, diversos 

laboratórios substituíram a congelação tradicional pela vitrificação para 

embriões humanos. Associado a este fato, empresas já desenvolveram 
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equipamentos e materiais que facilitam a manipulação. Portanto, é uma técnica 

bastante promissora para criopreservação de embriões bovinos. 

 

   7.4 Concentrações circulantes de IGF-I e insulina 
 

Neste estudo, em ambos os grupos experimentais, a categoria animal 

utilizada foi novilha. Esperava-se, portanto, que estes animais em crescimento 

tivessem apresentado concentrações plasmáticas similares de GH (dosagem 

não realizada). Entretanto, pelo fato das novilhas do grupo C terem consumido 

maior quantidade de concentrado para igualar a energia e proteína do 

suplemento fornecido ao grupo G, provavelmente apresentavam níveis 

circulantes de insulina suficientes para manter os GHR ativos. Desta forma, 

estaria estimulando o fígado a secretar e liberar IGF-I (GUTIERREZ et al., 

1997), podendo explicar através deste mecanismo, as maiores concentrações 

séricas de IGF-I encontradas nos animais do grupo C. Além disso, o grupo G 

pode ter produzido menos propionato no rúmen, obtendo assim menor estímulo 

para a produção de IGF-I pelo fígado. 

O IGF-I aumenta a capacidade de desenvolvimento embrionário, o que 

foi observado em embriões produzidos in vitro (VELAZQUEZ et al., 2008), 

sendo uma das possíveis explicações para as melhores taxas de eclosão 

encontradas no presente experimento para embriões do grupo C tanto com 48 

quanto 72 h de cultivo in vitro. Entretanto, quando Willemsen et al. (1995) 

produziram embriões in vitro com suplementação de IGF-I no meio de cultivo e 

avaliaram a viabilidade embrionária in vitro pós-vitrificação não observaram 

efeito deste metabólito na criotolerância. Da mesma forma, a taxa de clivagem, 

o desenvolvimento in vitro e os resultados de prenhez de embriões produzidos 

in vitro sob suplementação de IGF-I e congelados posteriormente, não 

apresentaram melhora (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2002). A falta de efeito 

positivo pode estar ligada ao número baixo de receptoras utilizado, bem como 

à baixa concentração de IGF-I no meio de cultivo. Além disso, o IGF-I pode 

aumentar a taxa de desenvolvimento de embriões bovinos a blastocistos 

(BLOCK et al., 2007), podendo ser uma das explicações da aceleração no 

desenvolvimento dos embriões provenientes do grupo C, cujas novilhas 

apresentaram também maior concentração plasmática de IGF-I. 
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O consumo de gordura pode provocar alterações no metabolismo, 

principalmente nos tecidos adiposo e hepático, refletindo em mudanças nos 

hormônios metabólicos (BECÚ-VILLALOBOS et al., 2007). Tais alterações são 

influenciadas não somente pelo tipo de gordura suplementado, mas também 

pelo estado fisiológico e momento do ciclo estral em que o animal se encontra 

(STAPLES et al., 1998; BECÚ-VILLALOBOS et al., 2007). Deste modo, os 

trabalhos relatando o efeito dos suplementos lipídicos nas concentrações dos 

hormônios metabólicos apresentam variação nos resultados. Thomas et al. 

(1997) relataram aumento na concentração de GH, colesterol e IGF-I intra-

folicular nos folículos grandes de vacas de corte que receberam dietas lipídicas 

isoenergéticas. Childs et al. (2008a), em um estudo comparando diferentes 

níveis de AGP linolênico em dietas isoprotéicas e isoenergéticas fornecidas por 

14 dias antes da sincronização do ciclo estral em novilhas de corte, 

constataram aumento nas concentrações plasmáticas de IGF-I. Da mesma 

forma, a dieta composta de ácido graxo linoléico, em comparação às 

concentrações de dietas controle e rica em linolênico, aumentou a 

concentração deste metabólito, em vacas de leite (ROBINSON et al., 2002), 

discordando dos resultados do presente trabalho. Em outros trabalhos, 

entretanto, a concentração sanguínea de IGF-I não apresentou diferença entre 

os grupos de vacas que foram submetidas a dietas ricas em ácidos graxos n-9 

cis (oléico), n-9 trans, linoléico ou linolênico (BILBY et al., 2006a). O mesmo foi 

encontrado em estudo recente, em que Childs et al. (2008b) compararam 

dietas de ácido saturado e AGP n-3, isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas 

por 50 dias antes do protocolo de superestimulação para novilhas de corte. Em 

outro estudo (PONTER et al., 2006a), o tipo de ácido graxo (linoléico ou 

linolênico) presente na dieta não foi capaz de afetar este metabólito em 

novilhas de leite. Esta similaridade também foi relatada por Spicer et al. (1993), 

Bottger et al. (2002), Fouladi-Nashta et al. (2007) e Green et al. (2008b). 

Entretanto, Becú-Villalobos et al. (2007) descreveram uma queda na 

concentração sanguínea de IGF-I após suplementação lipídica em vacas de 

leite. 

Alguns trabalhos relatados por Velazquez et al. (2008) perceberam que 

aumento nas concentrações de IGF-I plasmáticas são correlacionados com as 

concentrações deste metabólito no fluido folicular. Por outro lado, Bilby et al. 
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(2006) observaram que as concentrações de IGF-I no sistema reprodutivo 

podem não estar correlacionadas às concentrações circulantes deste 

metabólito e que as concentrações de IGF-I total podem ser um valor limitante 

para predizer o número de embriões viáveis (VELAZQUEZ et al., 2008). Deste 

modo, adicionalmente à dosagem plasmática do IGF-I total (IGF-I livre e IGF-I 

ligado às proteínas) realizada no presente estudo, mensurações do IGF-I livre 

no plasma, no líquido folicular, ou mesmo nos órgãos reprodutivos também 

seriam interessantes para avaliar o efeito do IGF-I no desenvolvimento 

embrionário e sistema reprodutivo.  

Na literatura, o efeito da suplementação de gordura sobre as 

concentrações de insulina também é contraditório. Aumento foi relatado por 

Thomas et al. (1997) e Becú-Villalobos et al. (2007) mostraram decréscimo na 

concentração de insulina sob suplementação lipídica, em vacas de leite. De 

acordo com os resultados do presente trabalho, Thangavelu et al. (2007) 

também não encontraram diferença nas concentrações de insulina em vacas 

que receberam dieta rica em ácido linoléico, linolênico ou saturado, juntamente 

com Robinson et al. (2002), Ponter et al. (2006a), Fouladi-Nashta et al. (2007), 

Green et al. (2008b) e Childs et al. (2008b). As concentrações plasmáticas de 

insulina exibem variação diurna, sendo que as alterações em resposta à dieta 

são mais agudas em relação ao IGF-I. O fato de não encontrar diferença entre 

os tratamentos nas concentraçãoes circulantes deste metabólito pode também 

estar relacionado ao momento da colheita do sangue, que foi realizada 

anteriormente ao fornecimento dos concentrados. 
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8. CONCLUSÕES 
 

Nas condições do presente estudo, a hipótese de que o suplemento 

composto com ácido linoléico na forma de gordura protegida aumenta a 

tolerância de embriões produzidos in vivo submetidos à criopreservação foi 

negada, pois os animais desse grupo apresentaram menores taxas de eclosão 

e desenvolvimento embrionário mais retardado em relação ao grupo controle.  

A suplementação com gordura protegida também não influenciou na 

resposta superestimulatória, bem como na qualidade e quantidade de embriões 

colhidos.  

A vitrificação mostrou ser uma técnica alternativa em relação à 

congelação tradicional, com resultados similares para embriões produzidos em 

novilhas zebuínas superovuladas. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

Baseando-se nos resultados do presente trabalho, em que não foi 

detectado efeito positivo da suplementação com grodura protegida ruminal na 

qualidade embrionária, acredita-se que, se houver efeito positivo dos AGP na 

fertilidade de fêmeas bovinas, este deve ser diretamente no útero, inibindo a 

resposta luteolítica e contribuindo para a manutenção da prenhez. Desta forma, 

estudos para avaliar o efeito da suplementação de gordura protegida na 

expressão gênica embrionária e uterina e no desenvolvimento in vivo se 

mostram necessários para determinar a sua ação. Além disso, a técnica de 

vitrificação de embriões produzidos in vivo é bastante promissora. Por isso o 

seu aprimoramento, inclusive para realização de transferência direta de 

embriões bovinos, é de grande importância para a aplicabilidade a campo. 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementação alimentar com gordura 

protegida nas estruturas ovarianas e concentração sérica de progesterona em novilhas Nelore 

mantidas a pasto. Quarenta novilhas foram divididas em dois grupos (G = concentrado com 20 

gordura protegida ruminal [Megalac-E®] e C = controle, sem gordura) em um delineamento 

“cross-over”. Os suplementos eram isoenergéticos e isoprotéicos. Após 15 dias de 

suplementação, os animais foram submetidos a um protocolo para avaliar a influência da 

suplementação com gordura no metabolismo de progesterona (D0: inserção de CIDR® e 

aplicação im de PGF2α; D7: retirada do CIDR® e aplicação de PGF2α). Onze dias após, uma 25 



102 
 

 

nova aplicação de PGF2α foi feita, além da realização diária de observações de estro e de 

exames ultra-sonográficos ovarianos. Sangue foi colhido 4 dias após a inserção do dispositivo 

intravaginal de progesterona e 7 e 14 dias após ovulação para dosagem de progesterona. Não 

houve diferença (P>0,07) entre os grupos G e C, para as concentrações séricas de 

progesterona nos 3 dias avaliados, nem no maior diâmetro do folículo ovulatório ou no 5 

volume luteal. Portanto, suplementação com 100 g/d de gordura protegida não alterou a 

função ovariana ou o metabolismo de progesterona em novilhas zebuínas a pasto. 

Termos para indexação: ácidos graxos, folículo, corpo lúteo, progesterona, Bos indicus. 

 

Ovarian function in Nellore heifers supplemented with rumen-protected fat 10 

Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effect of rumen-protected fat supplementation with 

on ovarian structures and serum progesterone concentration in Nellore heifers kept in pasture. 

Forty heifers were divided into two groups (G = concentrate with rumen-protected fat 

[Megalac-E®] and C = control, without fat) in a cross-over design. The supplements were 15 

formulated to be isocaloric and isoproteic. After 15 days of feeding, the animals were 

submitted the a protocol to evaluate the influence of fat supplementation on progesterone 

metabolism (D0: insertion of CIDR® and im injection of PGF2α; D7: CIDR® removal and 

injection of PGF2α). Eleven days later, heifers were again treated with PGF2α and daily 

estrus observations and ovarian ultrasound exams were performed. Blood samples were 20 

collected 4 days after the insertion of the intravaginal progesterone releasing device and 7 and 

14 days following ovulation for progesterone assay. There was no difference (P>0.07) 

between G and C groups for serum progesterone concentration at all three time points that 

evaluation was done. The greatest diameter of the ovulatory follicle and CL volume was also 
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similar between groups. Therefore, supplementation with 100 g/d of protected fat did not alter 

ovarian function or progesterone metabolism in zebu heifers kept in pasture. 

Index terms: fatty acids, follicle, corpus luteum, progesterone, Bos indicus. 

 

Introdução 5 

A suplementação de gordura é uma prática comum para aumentar a densidade 

energética da dieta, principalmente em gado de leite. Entretanto, além de fornecer calorias, a 

gordura possui efeito direto na reprodução através da ação dos ácidos graxos presentes em sua 

composição (Funston, 2004; Raes et al., 2004), elevando a fertilidade em muitas situações. 

Nos ovários, há relatos de efeito dos ácidos graxos sobre o número e tamanho de folículos 10 

ovarianos (Lucy et al., 1991; Staples et al., 2000; Robinson et al., 2002; Bilby et al., 2006), 

tamanho do corpo lúteo (CL; Kojima et al., 1997, Bilby et al., 2006) e na qualidade ovocitária 

(Kim et al., 2001; Zeron et al., 2002). Além disso, outros estudos também observaram 

influência de dietas contendo ácidos graxos sobre a qualidade embrionária (Kojima et al., 

1997; Childs et al., 2008a; Cerri et al., 2009) e concentração circulante de prostaglandina e 15 

hormônios esteróides (Ryan et al., 1992; Thomas et al., 1997, Petit et al., 2002; Childs et al., 

2008b). Neste último caso, a causa da associação observada entre suplementação com lipídeos 

e maiores concentrações circulantes de hormônios esteróides relatada por diversos autores, 

não está bem definida. Especula-se que pode ser através da ação de ácidos graxos 

poliinsaturados (AGP), aumentando pulsatilidade de LH (Hightshoe et al., 1991), com um 20 

conseqüente aumento no tamanho do folículo pré-ovulatório e subseqüente CL (Raes et al., 

2004), ou pela diminuição do metabolismo hepático desses hormônios (Hawkins et al., 1995). 

Outra possibilidade seria atuando como substrato para o colesterol, precursor da síntese de 

esteróides (Thomas et al., 1997) ou mesmo alterando a síntese de prostaglandina (Petit & 

Twagiramungu, 2006; Childs et al., 2008a). 25 
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A teoria da diminuição do metabolismo dos esteróides é atualmente uma das mais 

discutidas para explicar as maiores concentrações de esteróides na suplementação lipídica. 

Hawkins et al. (1995) avaliaram o mecanismo pelo qual a inclusão de gordura na dieta 

aumenta a concentração de progesterona circulante, através do fornecimento de sais de cálcio 

de ácidos graxos de cadeia longa, iniciando 100 dias antes do parto. A concentração de 5 

progesterona foi maior para novilhas de corte mantidas nesta dieta, porém as concentrações 

luteais de progesterona foram similares entre os grupos, sugerindo que não houve diferença na 

taxa de secreção de progesterona. Por outro lado, o tempo requerido para a queda pela metade 

das concentrações circulantes de progesterona, após ovariectomia, foi maior nas novilhas 

suplementadas com gordura. Os autores sugeriram, então, que em vacas alimentadas com 10 

dieta rica em lipídios, o fator principal relacionado ao aumento das concentrações circulantes 

de progesterona seria redução no clearance hepático. Adicionalmente, Piccinato et al. (2009) 

observaram in vitro que ácidos graxos com cadeias de carbono de diferentes comprimentos 

diminuíram o metabolismo de esteróides. Entretanto, esses resultados não foram corroborados 

por um experimento subseqüente realizado in vivo, através de infusão de óleo de linhaça no 15 

abomaso. Por outro lado, ainda não foi realizado um estudo de maneira precisa para calcular o 

fluxo sanguíneo hepático nestas condições experimentais. 

Devido às diferenças na ingestão de matéria seca e no nível de produção de leite, os 

resultados das pesquisas com gado de leite não são necessariamente aplicáveis aos animais 

para produção de carne (Funston, 2004; Raes et al., 2004). Neste sentido, o objetivo do 20 

presente estudo foi avaliar o efeito da suplementação de novilhas Nelore com gordura 

protegida no tamanho folicular, volume luteal e nas concentrações séricas de progesterona. 
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Material e Métodos 

O experimento foi realizado na Estação Experimental da Embrapa Recursos Genéticos 

e Biotecnologia, localizada em Brasília-DF (15°52’ a 15°56’S e 48°00’ a 48°02’ W), com 

altitudes que variam de 1050 a 1250 m (Walter & Sampaio, 1998), entre os meses de 

fevereiro e julho de 2008. Os protocolos de experimentação utilizados estavam de acordo com 5 

as regras do Comitê de Ética na Experimentação com Animais da Universidade Estadual 

Paulista e foram aprovados sob o número 19/2007 - CEEA.  

Quarenta novilhas da raça Nelore não lactantes com idade entre 24 e 36 meses foram 

utilizadas em um experimento tipo “cross-over” com duas repetições e intervalo de 66 dias 

entre o início de cada repetição. Todos os animais foram submetidos a avaliações ultra-10 

sonográficas ovarianas semanais desde o início do experimento para acompanhamento de 

ciclicidade (presença de CL em pelo menos uma de duas avaliações consecutivas). Estas 

avaliações ultra-sonográficas foram realizadas por um único operador, utilizando um aparelho 

de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V; Aloka Co., Tóquio, Japão) com transdutor 

linear trans-retal de 7,5 MHz.  15 

Ao início do experimento, os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos 

experimentais: C = Controle e G = Suplementação com gordura protegida ruminal e mantidos 

em sistema de pastejo com Brachiaria decumbens e água à vontade. Nesse momento inicial, 

os animais dos grupos C e G apresentavam peso de 356,1 ± 7,8 Kg e 361,7 ± 7,4 Kg e ECC 

médios (escala de 1 a 5; Houghton et al., 1990) de 2,86 ± 0,03 e 2,96 ± 0,05, respectivamente. 20 

Além disso, ao início da primeira repetição havia oito e sete fêmeas em anestro para os grupos 

G e C, respectivamente. Ao início da segunda repetição, sete e oito novilhas estavam 

anovulatórias para estes grupos experimentais. 

Os suplementos foram oferecidos uma vez ao dia em cochos cobertos coletivos 

respeitando a relação de 50 cm de cocho por animal, totalizando 50 dias de fornecimento para 25 
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cada repetição. Dezesseis dias após a primeira repetição, iniciou-se a segunda repetição e os 

tratamentos foram invertidos, ou seja, os animais do grupo C passaram para o grupo G e vice-

versa. Os animais foram manejados em sistema de rodízio em seis piquetes de 5 ha, e para 

eliminar o efeito de piquete, a rotação dos animais nos piquetes foi realizada baseando-se no 

período de crescimento da forrageira. A taxa de lotação (unidade animal/ha) para ambos os 5 

grupos experimentais foi de 3,2 UA/ha. 

Os dois suplementos experimentais foram formulados para atender os requerimentos 

de mantença para novilhas em crescimento. O suplemento G foi formulado para fornecer 100 

g de Megalac-E® (Arm & Hammer, Rio de Janeiro, Brasil)/cabeça/dia, gordura “by pass” 

derivada de óleo de soja que possui predominância de ácido linoléico em sua composição, 10 

acrescido de 400 g de concentrado, totalizando 500 g. O suplemento C foi formulado para 

fornecer 800 g de concentrado. Dessa forma, os suplementos experimentais seriam 

isoenergéticos e isoprotéicos. No entanto, devido a problemas de consumo total diário do 

suplemento G, o qual se manteve com 75,8%, enquanto que o C foi de 96,2% do esperado na 

primeira repetição do estudo, para a segunda, adicionou-se 100 g de milho moído por 15 

cabeça/dia a cada um dos tratamentos, com o propósito de elevar a palatabilidade. Tal 

alteração resultou em um fornecimento diário de 900 g de concentrado/cabeça/dia para o 

grupo C e 600 g concentrado/cabeça/dia para o G. 

Após a adição do milho moído, o consumo aumentou e manteve-se bem próximo do 

desejado, com 95,7% no grupo G e 98,0% no grupo C e mesmo após a alteração, os 20 

suplementos continuaram isoenergéticos e isoprotéicos. O consumo foi estimado através da 

pesagem diária da sobra do cocho. 

A porcentagem relativa dos ingredientes utilizados para cada suplemento experimental 

se encontra na Tabela 1. 



107 
 

 

Durante o experimento foram realizadas avaliações semanais de ECC e mensais do 

peso corporal dos animais para monitoramento do efeito dos suplementos no estado físico das 

fêmeas. 

Quinze dias após o início do fornecimento dos suplementos experimentais, todos os 

animais receberam um dispositivo intravaginal de liberação de progesterona (1,9 g de 5 

progesterona natural, CIDR®, Pfizer, Hamilton, Nova Zelândia) e uma aplicação i.m. de 25 

mg de PGF2α (Dinoprost Trometamina, Lutalyse®, Pfizer, Paulínia, Brasil), com o propósito 

de obter novilhas com concentrações circulantes de progesterona advindas exclusivamente do 

CIDR®. Sete dias após, o dispostivo intravaginal foi retirado e as novilhas receberam outro 

tratamento com PGF2α. Onze dias após, uma nova aplicação de PGF2α foi feita e a partir 10 

deste dia foram realizadas observações de estro quatro vezes ao dia, com duração de uma hora 

em cada período (00:00 h, 06:00 h, 12:00 h, 18:00 h) e exames ultra-sonográficos diários para 

acompanhamento do desenvolvimento folicular até confirmação da ovulação. Além disso, 

foram obtidas mensurações ultra-sonográficas do diâmentro do folículo pré-ovulatório e do 

volume luteal 7 e 14 dias após a ovulação. O cálculo do volume luteal foi realizado conforme 15 

descrito por Sartori et al. (2002). 

Colheitas de sangue foram realizadas através de punção da veia jugular em tubos sem 

anticoagulante nos seguintes períodos: 4 dias após a inserção do dispositivo intravaginal de 

progesterona a fim de detectar um possível efeito da gordura no metabolismo da progesterona 

e 7 e 14 dias após a ovulação subseqüente ao terceiro tratamento com PGF2α para dosagem 20 

da concentração sérica de progesterona. Após a colheita, o sangue foi mantido por 4 h em 

temperatura ambiente e depois permaneceu à temperatura de 4ºC por 24 h. As amostras foram 

então, centrifugadas a 1529 x g por 15 min para obtenção do soro. Em seguida, foram 

armazenadas a -20ºC para posterior análise.  
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A dosagem de progesterona foi realizada em duplicatas através de radioimunoensaio 

(Coat-a-count Progesterone®) conforme indicação do fabricante e obteve-se um coeficiente de 

variação intra-ensaio de 9,1%. A sensibilidade do ensaio foi de 0,02 ng/mL. 

Na análise estatística, as variáveis peso corporal, ECC, tamanho do folículo ovulatório, 

volume luteal e concentrações séricas de progesterona 7 e 14 dias após ovulação foram 5 

analisadas com um modelo que incluiu efeito aleatório de novilha, considerando a matriz de 

correlação auto-regressiva de primeira ordem devido às medidas repetidas, assim como os 

efeitos fixos tratamento (G e C) e período (1 e 2), com o uso do procedimento MIXED do 

SAS. Além disso, o efeito ciclicidade dentro de período foi incluído no modelo para a 

variável concentração sérica de progesterona 4 dias após a inserção do dispositivo 10 

intravaginal de progesterona. 

 

Resultados e Discussão 

Apesar de os animais terem ganhado peso durante o experimento, não houve diferença 

entre os tratamentos em relação ao peso e ECC médios das novilhas durante todo o período 15 

experimental (P > 0,10). Tal resultado era esperado, já que os animais dos dois grupos 

experimentais receberam suplementos isoenergéticos e isoprotéicos. 

Com relação à avaliação indireta da influência da suplementação com gordura 

protegida ruminal no metabolismo de hormônios esteróides, não foi possível detectar 

diferença (P > 0,07) nas concentrações séricas de progesterona 4 dias após a inserção do 20 

dispositivo intravaginal de progesterona e aplicação de PGF2α entre os grupos G (3,4 ± 0,3 

ng/mL) e C (2,8 ± 0,3 ng/mL). Esses resultados devem ser analisados com cautela e mais 

experimentos devem ser desenvolvidos, para produzir subsídios científicos suficientes e 

convincentes para refutar definitivamente a hipótese de que a suplementação com gordura 

protegida ruminal reduz o metabolismo hepático de hormônios esteróides.  25 
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Apesar de terem sido realizados 80 protocolos de sincronização com PGF2α, a taxa de 

detecção de estro foi de 30% (12/40) para o grupo G e de 22,5% (9/40) para o grupo C, 

enquanto que a taxa de ovulação representou 45% (18/40) e 50% (20/40), para os respectivos 

grupos experimentais, sendo que todas as novilhas que manifestaram estro, ovularam. Essas 

baixas taxas de detecção de estro podem ter sido devido a diversos fatores. O primeiro deles, 5 

foi o insucesso total em se induzir ciclicidade nas novilhas pré-púberes com o uso do 

dispositivo intravaginal de progesterona novo por 7 dias. Logo, era de se esperar que pelo 

menos 30 dos 80 animais submetidos ao protocolo de sincronização não teriam resposta 

satisfatória. Além disso, outros estudos em Nelore também obtiveram baixos índices de 

detecção de estro após sincronização (Figueiredo et al., 1997; Pinheiro et al., 1998). Deve-se 10 

considerar também que as novilhas foram submetidas a um manejo intensivo para avaliações 

ultra-sonográficas e colheitas sanguíneas e tais fatores estressantes podem ter influenciado 

negativamente na expressão de estro e subseqüente ovulação (Dobson et al., 2001). 

O tamanho do folículo ovulatório, o volume luteal 7 e 14 dias após a ovulação, bem 

como as concentrações séricas de progesterona não diferiram entre os animais que receberam 15 

suplementação G ou C (Tabela 2). Contrariamente a esses resultados, outros estudos 

detectaram aumento do diâmetro do folículo dominante em vacas de leite que receberam dieta 

rica em AGP (Staples et al., 2000; Robinson et al., 2002). Da mesma forma, maior folículo 

pré-ovulatório também foi relatado em vacas de leite que receberam ácido linolênico 

(Ambrose et al., 2006; Bilby et al., 2006) e linoléico (Bilby et al., 2006) em relação a grupos 20 

controle. Para novilhas de corte submetidas a dietas isoenergéticas e isoprotéicas ricas em 

lipídios (óleo de soja), apesar de não terem tido as concentrações de estradiol do fluido 

folicular afetadas, apresentaram maiores concentrações de progesterona e aumento da 

capacidade da granulosa em produzir progesterona (Ryan et al., 1992) em relação ao grupo 

que foi alimentado com dieta sem a adição de gordura. 25 
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Uma das razões a ser considerada pela ausência de efeito da suplementação com 

gordura nas variáveis reprodutivas analisadas neste estudo poderia ser o fornecimento 

insuficiente de Megalac-E para as novilhas (100 g/d). Entretanto, estudos recentes em que 

também foi oferecido 100 g/d de Megalac-E para vacas Nelore lactantes a pasto, observaram 

incremento na fertilidade destes animais em programas de inseminação artificial em tempo 5 

fixo em relação a grupos controle (Lopes et al., 2007; 2008). 

Concordando com nossos resultados, suplementação com dieta rica em ácido linoléico 

ou linolênico não alterou o tamanho do folículo dominante (Ambrose et al., 2006), o diâmetro 

e a taxa de crescimento do folículo pré-ovulatório (Childs et al., 2008b), e o tamanho do CL e 

a concentração plasmática de progesterona (Ambrose et al., 2006; Childs et al., 2008b). Vacas 10 

leiteiras alimentadas com sais de cálcio de ácidos graxos linoléico e trans também 

apresentaram diâmetros similares do folículo pré-ovulatório e luteal, em comparação aos 

animais que receberam óleo de palma (Cerri et al., 2009). Da mesma forma, os suplementos 

lipídicos enriquecidos com ácidos graxos n-9 cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, 

linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, linolênico) não interferiram nas concentrações circulantes 15 

de progesterona (Bilby et al., 2006). 

Pelo fato de não ter havido diferença entre os grupos experimentais para as variáveis 

analisadas neste estudo e que outros trabalhos utilizando suplementação similar obtiveram 

incremento na fertilidade de vacas Nelore (Lopes et al., 2007, 2008), acredita-se que os AGP 

atuem de forma positiva na fertilidade por outro mecanismo, seja através da ação direta nos 20 

embriões; no útero, inibindo a resposta luteolítica e contribuindo para a manutenção da 

prenhez (Petit & Twagiramungu, 2006; Childs et al., 2008a) ou mesmo na expressão gênica 

uterina e embrionária. Desta forma, estudos para avaliar o efeito da suplementação de gordura 

protegida na qualidade embrionária, na expressão gênica embrionária e uterina e no 
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desenvolvimento embrionário in vivo se mostram necessários para determinar a sua ação em 

animais zebuínos. 

 

Conclusão 

1. A suplementação com 100 g/d de gordura protegida aparentemente não afeta as 5 

concentrações circulantes de progesterona em fêmeas zebuínas a pasto. 

2. Esta suplementação também não é capaz de alterar o tamanho do folículo ovulatório 

e o volume luteal em novilhas Nelore. 
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Tabela 1. Porcentagem relativa dos ingredientes utilizados na composição dos suplementos 

experimentais com gordura protegida ruminal (G) e controle (C) para novilhas Nelore. 

Componentes Grupo G (% relativa) Grupo C (% relativa) 
Fosfato bicálcico 12,5 7,8 
Carbonato de cálcio -(*) 2,5 
Sulfato de cálcio 1,0 0,6 
Flor de enxofre 0,8 0,5 
Iodato de cálcio 0,006 0,004 
Óxido de magnésio 0,8 0,5 
Sulfato de zinco 0,2 0,1 
Sulfato ferroso 0,08 0,05 
Sulfato de manganês 0,1 0,06 
Sulfato de cobre 0,1 0,09 
Selenito de sódio 0,002 0,001 
Sulfato de cobalto 0,01 0,008 
Sal comum 17,0 10,6 
Uramido 40 13,0 10,0 
Farelo de soja tostada 15,0 -(*) 
Agalmatolito 4,0 5,1 
Milho 15,3 62,0 
Vitamina A-1000000/g 0,003 0,002 
Vitamina E-500/g 0,01 0,008 
Vitamina D3-500000/g 0,004 0,003 
Megalac-E 20,0 -(*) 
TOTAL 100,0 100,0 
(*)Componente não adicionado ao suplemento. 
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Tabela 2. Resultados (média dos quadrados mínimos ± EP) do tamanho do folículo 

ovulatório, volume luteal e concentração sérica de progesterona 7 e 14 dias após a ovulação, 

em novilhas Nelores suplementadas com gordura protegida ruminal (G) ou sem a adição de 

gordura protegida (C). 

 Grupo G (n = 18) Grupo C (n = 20) P 

Folículo ovulatório; mm 12,5 ± 0,3 12,3 ± 0,3 0,64 

Volume luteal 7 dias após ovulação; 

mm3 

2.270,2 ± 312,8 2.356,1 ± 300,5 0,80 

Progesterona sérica 7 dias após 

ovulação; ng/mL 

3,4 ± 0,3 3,4 ± 0,2 0,82 

Volume luteal 14 dias após ovulação; 

mm3 

2.861,6 ± 223,1 2.627,3 ± 215,2 0,30 

Progesterona sérica 14 dias após 

ovulação; ng/mL 

6,9 ± 0,4 6,2 ± 0,4 0,12 

 5 
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