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Abstract 

This study was conducted to evaluate the effect of different concentrations of Limoneno (S)-(-) (50 µM, 
100 µM and 150 µM) in supplementing the diluter of bulls freezing semen. Thirty-six ejaculated from four 
Curraleiro-Pé-Duro bulls were used for cryopreservation. The cryopreserved spermatozoa were submitted to post-
thaw motility sperm of computer assisted analysis (CASA) to evaluate the characteristics of spermatic kinetics. 
Observed that The different concentrations  of limonene (S) - (-) did not affect the parameters of kinetics spermatic  
except for linearity (LIN). The addition of 150 μM limonene (S) - (-) significantly increased (P <0.05) the LIN 
compared to the control. The results obtained in the present study allow us to conclude that the supplementation 
of limonene (S) - (-) in  cryopreservation bovine semen diluent did not interfere in kinetics sperm. 
Keywords: criopreservation, kinetic, bull. 
Palavras-chave: criopreservação, cinética, touro. 
 
Introdução 

O desenvolvimento de técnicas de criopreservação do sêmen tornou-se uma das principais fontes para a 
preservação de material genético em animais domésticos, assim como o aumento da eficiência dos programas de 
inseminação artificial (Songsasen e Leibo 1997), entretanto, os danos causados pelo processo de criopreservação 
são inevitáveis e induzem efeitos prejudiciais sobre os parâmetros funcionais de espermatozoides, tais como 
perda de motilidade, redução da integridade do DNA, danos na membrana plasmática, acrossomal e mitocondrial 
(Yoshida 2000; Simon et al. 2013). 

O óleo essencial de limão (Citrus limon) é o principal subproduto das cascas do fruto, tendo como 
principais constituintes grandes quantidades de terpenos, sendo o limoneno o principal constituinte dessa fração 
(Berger et al. 2002). O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno, é um monoterpeno monocíclico que possui 
dois enantiômeros, o limoneno R-(+) e o limoneno S-(-), (Poulose et al. 2005). O limoneno trabalha através da 
reação com os radicais livres, reduzindo a sua atividade e prevenindo uma posterior reação em cadeia, e em 
seguida, eliminando os radicais livres (Poulose et al. 2005). 

Objetivo-se avaliar a ação do Limoneno (S)-(-) na criopreservação espermática de touros sobre os 
parâmetros de cinética espermática. 
 
Material e Métodos 

Foram utilizados quatro touros da raça Curraleiro Pé Duro, provenientes da Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade de Teresina, Piauí, Brasil. Durante o 
experimento, os touros foram mantidos sob regime extensivo, com acesso a piquetes de capim- mimoso 
(Axonopus purpusii) e capim milhã (Digitaria sanguinalis), água e sal mineral à vontade. As coletadas de sêmen 
foram feitas uma vez por semana, durante nove semanas, com o auxílio de um eletro estimulador controlado 
automaticamente (Biocon ® Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Imediatamente após a 
coleta as amostras de sêmen de cada animal foram colocadas em banho Maria a 37°C e avaliadas separadamente 
quando cor, aspecto, volume, turbilhonamento, motilidade total e vigor, em microscópio de contraste de fase. 
Apenas ejaculados com turbilhonamento ≥ 3; motilidade total ≥ 80%; vigor ≥ 3; concentração espermática ≥ 3,5 
X 109 espermatozoides/mL e patologias espermáticas ≤ 20% foram utilizados nesse estudo. Quando aprovadas, 
amostras dos quatro ejaculados foram misturadas para formação de um pool, logo após a formação do pool, este 
foi divido em quatro alíquotas e diluídas em meio Tris-Gema (37°C) contendo Limoneno (S)-(-) (50 µM, 100 
µM e 150 µM), enquanto que uma alíquota sem nenhuma suplementação foi mantida como controle. O sêmen 
diluído foi envasado em palheta de 0,5mL (50 X 106 espermatozóides viáveis por palheta) e congelado e 
maquina TK 3000® na curva de congelação rápida (-0,25º C/min, de 25º C a 5ºC e -20º C/min, de 5ºC a -120ºC) 
e, após atingir -120º C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogênio líquido (-196º C) e armazenadas em botijão 
criogênico. Após 30 dias de armazenamento as amostras de sêmen foram descongeladas em banho-maria a 37ºC 
por 30 segundos e avaliadas quanto à cinética espermática, por meio de um sistema analisador de 
espermatozoide auxiliado por computador (CASA). As variáveis cinéticas dos espermatozoides foram avaliadas 
após a lavagem das amostras em meio Tyrode-albmina-lactato-Piruvato (SPERM-TALP) (v/v) e centrifugado a 
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300 x g para retirada dos agregados da gema de ovo do meio de criopreservação e posteriormente incubados num 
banho-maria a 37°C durante 5min. As variáveis avaliadas foram: motilidade progressiva (MOP - μm/s), 
velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade em linha reta (VSL - μm/s), velocidade média do percurso 
(VAP-μm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeça (ALH - μm), 
Wobble (WOB - %) e frequência de batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide analisado. 
 
Resultados e Discussões 

O Efeito do limoneno (S)-(-) no diluidor de criopreservação de sêmen, em três concentrações diferentes 
(50, 100, 150 µM), sobre os parâmetros de cinética dos espermatozoides de bovinos Curraleiro Pé-Duro após o 
descongelamento a 37 °C encontram-se na tab. 1. As diferentes concentrações de limoneno (S)-(-) não afetaram 
os parâmetros de cinética espermática, exceto para linearidade (LIN). A adição de 150 µM de limoneno S-(-) 
aumentou de forma significativa (P < 0,05) a LIN em comparação ao controle. 

Os resultados do presente estudo revelaram que o limoneno (S)-(-) não alterou os parâmetros de cinética 
espermática, não apresentando diferenças estatísticas entre os tratamentos. A motilidade é o mais importante 
indicador in vitro da capacidade de fertilização do espermatozóide (Vijayaraghavan et al. 2003). Embora os 
efeitos do limoneno durante o criopreservação de espermatozóides não tenham sido descritos anteriormente, 
Hossain et al. (2007) observaram um aumento na motilidade de espermatozóides suínos, após a adição de outros 
compostos a base de óleos, como o ácido oleico, ácido linoléico e araquidônico ao meio de diluição. 
 
Tabela 1. Cinética pós-descongelamento de espermatozoides bovinos criopreservados em três concentrações 
diferentes (50, 100, 150 µM) de limoneno (S)-(-). 

Parâmetros de motilidade Tratamentos 
Controle Limoneno S(-) 50 Limoneno S(-) 100 Limoneno S(-) 150 

MOP 19,8 ± 3,8ª 10.8 ± 8.8ª 20.2 ± 15.2ª 12.3 ± 3.2ª 
VCL 62,3 ± 9,4ª 50.7 ± 12.8ª 68.4 ± 22.8ª 57.8 ± 12.3ª 
VSL 30,0 ± 6,3ª 20.7 ± 6.0a 32.8 ± 13.4ª 23.6 ± 3.8ª 
VAP 39,6 ± 8,5ª 29.7 ± 8.6ª 43.3 ± 15.8ª 31.3 ± 1.3ª 
LIN 39,6 ± 8,3b 40.5 ± 2.0ab 47.1 ± 4.1ab 41.6 ± 7.6ab 
SRT 75,7 ± 2,5ª 69.6 ± 0.9ª 75.0 ± 4.4ª 69.5 ± 8.5ª 
WOB 63,1 ± 4,1ª 58.2 ± 3.4ª 62.7 ± 3.9ª 59.6 ± 4.3ª 
ALH 2,7 ± 0,1ª 2.6 ± 0.6ª 2.7 ± 0.5ª 2.6 ± 0.3ª 
BCF 10,3 ± 1,0a 10.8 ± 0.3ª 11.3 ± 1.1ª 12.0 ± 1.2ª 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP).  
MOP - motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilínea; VSL - velocidade em linha reta; VAP – velocidade 
media de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB – Oscilação; ALH - Amplitude de 
deslocamento lateral da cabeça e BCF - frequência de batimentos de cauda; Valores de média com letras 
diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P < 0,05) pelo teste de SNK. 
 
Conclusões 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que a suplementação de limoneno (S)-(-) ao 
diluidor de criopreservação do sêmen em bovinos, não interferiu na cinética espermática. 
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Abstract 

The objective was to monitor ovarian follicular development cows Gir, submitted to superovulation 
protocol. Using 10 heifers, subject to three exam sessions gynecologic these being on day 0, day 4 and day 7, 
where on day 0 performed before beginning the superovulation protocol in order to select those that showed no 
change in the reproductive tract and had corpus luteum active, while on day 4 and day 7 held in the days of 
superstimulatory protocol, in order to quantify the follicles and evaluate follicular growth each female. With the 
measurement of the follicles, it resulted three-averages 7,6 mm; 7,7mm and 10,0mm for the respective day, day 
0, day 4 and day 7. It was concluded that cows submitted to superovulation protocol presented ovarian follicle 
growth over the days evaluated by ultrasound and significant number of corpora lutea at the moment of embryo 
collection. 
Keywords: bovine, follicle dinamics, superovulation. 
Palavras- chave: bovino, dinâmica folicular, superovulação. 
 
Introdução 

De acordo com Nilsson et al. (2001), a foliculogênese é definida como um processo contínuo de 
crescimento e atresia dos folículos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade e continua na vida 
reprodutiva até a senilidade. Diante disso, criaram-se os protocolos de superovulação, com o objetivo de 
aproveitar de forma mais racional os folículos que se tornariam atrésicos. Sendo a superovulação associada à 
transferência de embriões (TE) uma biotecnologia da reprodução que geralmente utiliza gonadotrofinas à base de 
FSH (hormônio folículo estimulante) para estimular o desenvolvimento de um maior número de folículos para 
ovulação. Dessa forma, os efeitos de dominância são neutralizados, a divergência impedida e o desenvolvimento 
simultâneo de vários folículos com características fisiológicas semelhantes daqueles selecionados para ovularem, 
torna-se possível (Reichenbach et al, 2008). Para tanto, objetivou- se com esse estudo acompanhar o 
desenvolvimento folicular ovariano de novilhas GIR submetidas ao protocolo de superovulação 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado na cidade de São Luís, Maranhão, no Núcleo de Ruminantes da 
Universidade Estadual do Maranhão (UEMA). Utilizando 10 novilhas da raça Gir (Bos indicus), que foram 
submetidas a exames ginecológicos prévio com auxílio de um ultrassom da marca CHINSON 600 VET. Em 
seguida deu-se início ao protocolo de superovulção (Fig. 1). No dia 0 (06:30h) foi introduzido um dispositivo 
intravaginal de progesterona (1,0 g P4) + 2 mg de benzoato de estradiol. A superestimulação foi induzida com 
FSH-p (100mg de Folltropin-V) em 8 doses decrescentes a cada 12 horas (06h30min – 18h30minh), a partir do 
dia 4. No dia 7, foram administradas duas doses de 25 mg de Prostaglandina F2α com intervalos de 12 horas 
(06:30 – 18:30), junto com a retirada do dispositivo intravaginal de progesterona. No dia 8 foram administrados 
25 mg de GnRH 24 horas após a primeira dose de PGF. As fêmeas foram inseminadas em tempo fixo, onde foi 
realizada duas inseminações no dia 8, no turno da tarde, e no dia 9, no turno da manhã, após 18 horas a aplicação 
do indutor de ovulação (GnRH). As avaliações ultrassonográficas se iniciaram no dia 0, no dia da indução do 
cio. A dinâmica folicular foi monitorada a cada 12 horas do dia 4 e do dia 7, com objetivo de observar o 
crescimento folicular e no dia 8 e no dia 9, no momento da realização da inseminação e observar a taxa de 
ovulação. No dia 15 foi realizado outro acompanhamento com objetivo de quantificar os corpos lúteos formados 
e folículos anovulatórios. 
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Figura 1: Protocolo de superovulação e exames gineacológicos 

 
 
Resultados e Discussão 

No dia 0, dia 4 e dia 7 obteve-se média e desvio padrão 7,6 ± 2,5; mm; 7,7 ± 2,4 mm; 10 ± 2,4 mm, 
respectivamente, conforme Tabela 1. De acordo com o resultado obtido, nota-se que as fêmeas responderam de 
forma satisfatória ao protocolo de superovulação, demostrando um crescimento folicular até o último dia de 
avaliação. Observa-se que a média do diâmetro folicular no D7 estão de acordo com os padrões normais 
preconizados para Bos indicus, onde o diâmetro médio para que o folículo atinja a capacidade ovulatória é de 7,0 
a 8,5 mm (Gimenes et al., 2005). No dia 0, dia 4 e dia 7 obteve-se um número total de folículos de 25; 54 e 73, 
respectivamente. Sendo divididos em dois grupos: folículos ≥ 8 mm e folículo < 8 mm, tendo como média e 
desvio padrão 1,5 ± 0,9; 2,3 ± 1,8 e 6,7 ± 5,2 para o primeiro grupo, e para o segundo grupo a média e desvio 
padrão de 1,6 ± 0,5; 4,5 ± 2,6 e 2,4 ± 2,9 para o dia 0, dia 4 e dia 7, respectivamente, conforme Tabela 2. De 
acordo com Martins et al. (2008), relataram que o número de folículos ≥ 7,5 mm no D7, obteve-se média e o 
desvio padrão de 12,5 ± 1,0, utilizando 12 fêmeas bovinas da raça Nelore (Bos indicus), que difere dos 
resultados no presente estudo, onde o número de folículos ≥ 8 mm no D7, por animal, obteve-se média e desvio 
padrão de 6,7 ± 5,2, utilizando 10 fêmeas bovinas da raça Gir, mostrando- se inferior a raça Nelore. 
 
Tabela 1. A média e desvio padrão (mm) do diâmetro total de cada dia de avaliação ultrassonográfica. 

 
 

Tabela 2: Número total de folículos e média e desvio padrão de folículos ≥ 8 mm e < 8 mm dos dias de avaliação 
ultrassonográfica. 

 
 

Conclusão 
As fêmeas bovinas obtiveram resposta satisfatória frente ao protocolo de superovulação, devido seus 

folículos ovarianos apresentarem crescimento ao longo dos dias avaliados por ultrassonografia e apresentarem 
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número expressivo de corpos lúteos no momento da colheita de embrião. 
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Abstract 
This study aimed to compare the accuracy of two diagnostic methods, rectal palpation and transrectal 

ultrasound of the ovaries, and assess the reliability of the diagnosis by palpation method. A total of sixteen (16) 
dairy farm cows underwent ultrasonographic examinations performed soon after rectal palpation. The accuracy 
of palpation may seem low, but when we analyze the data, we observed that the main structures diagnosed by 
ultrasound were almost always diagnosed by palpation. Ultrasonography, however, has its strong point in the 
identification of complex structures such as hemorrhagic body and follicular cysts. We conclude that ultrasound 
as well as rectal palpation can be used as a diagnostic tool, although ultrasound provides good visualization of 
ovarian structures, allowing their measurement. 
Keywords: reproduction, palpation, ultrasound. 
Palavras-chave: reprodução, palpação, ultrassonografia. 
 
Introdução 

Em uma vacaria com alta exploração comercial, o objetivo final de um animal torna-se produzir e isso 
implica consequentemente em sua reprodução. O diagnóstico do sistema reprodutor pela palpação retal é um 
método bastante utilizado e descrito por grande parte dos autores (Noakes, 1992; Nascimento, 2003; Hafez, 
2004) como um método eficaz e de boa confiabilidade. No entanto, o método exige além dos conhecimentos 
teóricos, uma certa experiência prática para que o diagnóstico seja fidedigno. Como alternativa para a palpação 
transretal tem-se a ultrassonografia e a dosagem hormonal (Hafez, 2004). Com o aumento da acessibilidade aos 
aparelhos de ultrassonografia, esta técnica tem se tornado um meio diagnóstico cada vez mais utilizado na rotina 
da clínica veterinária, em especial na área da reprodução. O presente estudo teve como objetivo analisar a taxa 
de precisão da palpação retal para mensuração dos ovários quando comparada com a ultrassonografia transretal, 
e desta forma, avaliar a confiabilidade do diagnóstico pelo método da palpação.  
 
Material e Métodos 

Os dados foram colhidos em uma vacaria em Oura, Portugal; onde eram realizados exames reprodutivos 
e atendimentos gerais. As vacas escolhidas encontravam-se no pós-parto e não inseminadas, justamente para 
poder examinar seu ciclo nos exames. Dentre as visitas feitas à propriedade, foram coletados dados referentes a 
três dessas visitas, somando um total de dezesseis (16) animais. Todas as vacas eram da raça holandesa, com 
média de produção acima de 40 litros por dia, em regime intensivo de criação. As palpações foram realizadas a 
partir das 10 horas da manhã, com os animais devidamente contidos. 

Foram utilizadas luvas de palpação, vaselina líquida para lubrificar as luvas e gel à base de água a fim 
de melhorar o contato da sonda com a mucosa. O objetivo da palpação foi a identificação dos ovários e sua 
estruturas, juntamente com suas dimensões. As ultrassonografias eram realizadas logo após as palpações, de 
forma a causar o mínimo de estresse possível para o animal, além de evitar quaisquer alterações nas estruturas, 
como sangramentos da mucosa digestiva, por exemplo. Foi utilizado um aparelho de ultrassom portátil Aloka 
500 equipado com um transdutor linear de 5 MHz. Ambos os resultados, da palpação e ultrassonografia, foram 
registrados juntamente com o número do animal, sua data de parição, e os dados organizados em ordem 
cronológica e divididos em três grupos.  
 
Resultados e Discussão 

Os resultados dos exames de palpação retal foram comparados com os resultados das ultrassonografias; 
sendo analisados individualmente, em percentual de acerto, e posteriormente foi feita uma média com esses 
resultados. A Tabela 1 demonstra os resultados obtidos nos exames de palpação retal e de ultrassonografia 
transretal, tanto do ovário direito como esquerdo. Na Tabela 2, é possível avaliar a taxa de acerto obtida na 
palpação retal quando comparada com a ultra-sonografia. As taxas de acerto foram calculadas individualmente 
por ovários e o percentual total de acertos corresponde a media dos mesmos.  A média de acertos ficou em torno 
de 65% (Tab. 2). 
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Tabela 1. Resultados obtidos no exame de palpação retal juntamente com a ultrassonografia transretal. 
 

Nº do 
animal 

Dias do 
parto (P) 

Palpação retal VS. Ultrassonografia Transretal 
Ovários (palpação) Ovários (ultrassom) 

Direito Esquerdo Direito Esquerdo 

G
R

U
PO

 1
 

555 47 1F<10, CL 2F<10 2F, CL 1F 
2078 57 1F~15 S/E 1F~23 1F~15 
515 85 1F~20, CL 1F~12 1F~20, 1F<10, 

CL 
1F~10 

147 105 1F~20, 1F<10 S/E 2F~20 S/E 
336 99 1F~15, 1F<10, 

CL 
2F<10 1F~20, 1F~14, 

CL 
2F<10 

468 45 S/E 1F220, 
2~3F<10, 

CL 

2F Corpo 
Hemorrágico 

588 30 2F~10, CL 1F<10 1F 20 1F<10 

G
R

U
PO

 2
 

241 50 Cisto~35 S/E Cisto~35mm S/E 

273 45 2F~15 1F~5 3F~10, 10, 15 S/E 

552 45 CL, 1F<10 1F~15 CL 1F~20 
147 108 2F<15 CL 2F~15 CL 
493 40 1F<10 CL, 2F~15 1F<10 CL, 2F~15 

G
R

U
PO

 3
 422 52 S/E 1F~30 S/E CL, 1F~25 

441 35 S/E Cisto~22 S/E Cisto~30 
560 31 1F~10, CL 1~2F < 10 2F<20, CL S/E 
158 101 1F~20, CL 1F < 10 1F~30, CL S/E 

*Animais divididos em três grupos. As siglas “F” para folículo, “CL” para corpo lúteo, “s/e” para vários ovários 
sem estruturas visíveis. Os valores para as dimensões das estruturas são todos em milímetro. 
 
Tabela 2. Acertos individuais por animal assim como a média dos mesmos, juntamente com as médias totais por 
ovário e combinadas. 

Nº da vaca Dias do 
parto (P) 

Acertos individuais (%) Média de acertos (%) Média Geral (%) OD OE OD OE 
555 47 0; 100; 100 0; 100 66,6 50 58,3 

2078 57 65,2 0 65,2 0 32,6 
515 85 0; 100; 100 83,3 66,6 83,3 74,95 
147 105 100; 50 100 75 100 87,5 
336 99 66,6; 100 100; 100 83,3 100 91,65 
468 45 0 0 0 0 0 
588 30 50; 0; 0 100 16,6 100 58,3 

 TOTAL 69.50625 60.30625 64.90625 
*As taxas de acerto (em %) foram calculadas com base nos dados presentes na tabela 1. 

 
Para o animal de número 2078, obteve-se uma taxa de 32% de acerto, pois o ovário esquerdo, que na 

palpação não apresentou estruturas, apresentou um folículo com 15 mm na ultrassonografia (difícil de ser 
detectado); que em termos de diagnósticos reprodutivos não possui grande relevância, pois seu tamanho ainda 
está longe de ser pré-ovulatório, e seria detectado em uma próxima palpação, se tivesse continuado a crescer 
(Nascimento et al., 2003).  

O animal de número 468 apresentou no ovário esquerdo, um corpo hemorrágico grande (> 50 mm) com 
estrutura irregular, que se assemelhava a folículos e corpos lúteos, à palpação. 

No grupo dois, o animal de número 273 chamou a atenção pelos resultados obtidos. A baixa taxa de 
acerto para esse animal é semelhante aos outros dois. No ovário direito, à palpação observaram-se dois folículos 
de 15 mm que durante a ultrassonografia revelaram-se três folículos, dois deles com 10 mm e um último de 15 
mm. Com a imagem obtida, foi possível observar que os folículos encontravam-se agrupados, tornando-se difícil 
determinar sua exatas localizações, bem como seus tamanhos.  

No grupo três, o ovário esquerdo do animal de número 560 apresentou estruturas que se assemelhavam 
com folículos < 10mm à palpação. Porém, a ultrassonografia deste ovário não demonstrou nenhuma estrutura. 
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Algumas estruturas maiores e mais características, dificilmente são confundidas, como os achados no 
animal 241 do grupo 2 (Carreira, 2008). Este possuía um cisto folicular no ovário direito, já identificado na 
palpação e confirmado com a ultrassonografia.  Resultado semelhante ao animal 441 do grupo 3, que apresentou 
um cisto folicular de 22 mm à palpação e confirmado pela ultrassonografia (30 mm). Segundo Nascimento et al. 
(2003), os cistos geralmente são encontrados com dimensões superiores a 25 mm. 
 
Conclusão 

Apesar da necessidade de um investimento econômico inicial para a aquisição do aparelho de ultrassom, 
este é extremamente útil para a identificação e medição de estruturas complexas, tais como corpos hemorrágicos 
e cistos foliculares. Conclui-se que apesar da precisão da palpação parecer baixa, as estruturas de real 
importância confirmadas pela ultrassonografia quase sempre são também diagnosticadas pela palpação. Desta 
forma, tanto a ultrassonografia quanto a palpação retal podem ser métodos eficazes de diagnóstico. 
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Associação entre o diâmetro folicular, no momento da retirada do implante de 
progesterona, e a taxa de ovulação de vacas após protocolo de sincronização  
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Abstract 

The experiment was conducted at the Center of Biotechnology and Animal Reproduction (CEBRAN-
UFPa), in the municipality of Castanhal, Pará State. The herd consisted of 24 crossbred cows with body 
condition score ranging between 2.5 and 3.5, divided randomly into 2 groups (G1 and G2) which were managed 
with different protocols. G1 (D0-Be+P4 implant; D7-Pgf2; D9-measurement of the largest follicle + CE + eCG; 
D11- new measurement of FD and D15- verification of the presence or absence of CL and its measurement) G2 
(D0-Be + P4 implant, removal of implant D8 + FSH; D9- BE; D10-measurement of FD; D14- verification of the 
presence of CL). Therefore, is possible the identification and selection of animals subjected to the 
synchronization protocol for IATF. 
Keywords: foliclle, diameter, ovulation. 
 
Introdução 

A busca por avanços na produção agropecuária tem levado ao desenvolvimento de tecnologias que 
visem aumentar a produtividade a campo. A inseminação artificial é uma técnica que vem crescendo 
constantemente, tendo a expectativa de aumento de 15% para o ano de 2016 (PARONETO, 2016), porém há 
animais que não exteriorizam o cio, por conta de parto recente, alta temperatura, alta produção de leite entre 
outros, com isso, a Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF) veio para complementar a IA, visto que são 
utilizados hormônios que induzem o estro em fêmeas em anestro ou com irregularidade no ciclo estral. 
Entretanto, os protocolos têm um custo elevado por conta destas substancias. 

O diâmetro folicular é diretamente proporcional a taxa de ovulação e de concepção, logo quanto maior o 
diâmetro folicular, maior a probabilidade da fêmea ovular, além de ovular um oócito de melhor qualidade, e 
conseqüentemente maior chance de ser fecundado (Ribeiro Filho et al., 2013). Com isso a avaliação ovariana no 
momento da retirada do implante de progesterona auxilia na identificação de fêmeas que possivelmente irão 
ovular e que formarão um melhor corpo lúteo, assim como, identificarão prováveis fêmeas que não irão ovular e 
poderão ser retiradas do protocolo, diminuindo os custos de todo o processo.  

O objetivo do presente experimento foi avaliar associação entre o diâmetro folicular, no momento da 
retirada da fonte de progesterona, e a taxa de ovulação de vacas mestiças após serem submetidos aos protocolos 
de sincronização da ovulação para IATF. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado na Central de Biotecnologia de Reprodução Animal (CEBRAN-UFPA), 
localizada no município de Castanhal, Estado do Pará. O rebanho foi constituído por 24 fêmeas bovinas 
mestiças, com escore de condição corporal variando entre 2,5 e 3,5, divididas de modo aleatório em 2 grupos 
(G1 e G2), os quais foram manejados com protocolos distintos. Os animais foram mantidos em regime de 
estabulação com alimento e água a vontade. As fêmeas do grupo G1 foram submetidas ao implante intravaginal 
de progesterona (1g, PRIME® - TECNOPEC) e a aplicação de 2 mg de Benzoato de Estradiol (RIC BE® - 
TECNOPEC) no D0. No D7 foi feito a aplicação da 0,15 mg prostaglandina (Prolise® - TECNOPEC), e no D9 
foi realizada a retirada do implante e a mensuração do maior folículo identificado (FD). Além disso, foi efetuada 
a aplicação de 0,6 mg Cipionato de Estradiol (ECP® - Pfizer Saúde Animal) e 300 UI de eCG (Novormon® - 
ZOETIS). No D11, momento que seria feita a IATF, foi realizada uma nova mensuração do FD e no D15 
realizou-se a verificação da presença ou não do CL e sua mensuração. Nas fêmeas do grupo G2 foi utilizado o 
implante intravaginal de progesterona (1g; PRIME® - TECNOPEC) e 2 mg de Benzoato de Estradiol (RIC BE® - 
TECNOPEC) no D0, no D8 foi feito a retirada do implante e a mensuração do maior folículo (FD) identificado, 
também a aplicação de 10 mg de FSH (Folltropin® - TECNOPEC). No D9 foi realizada a aplicação de 1 mg 
Benzoato de Estradiol (RIC BE® - TECNOPEC). No D10 momento que seria feita a IATF realizou-se uma nova 
mensuração do FD e no D14 realizou-se a verificação da presença ou não do CL e sua mensuração.  
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O diâmetro do FD presente em cada momento descrito foi identificado, mensurado e categorizado em 
<7,5 mm ou >7,5 mm. Os ovários foram examinados com o auxílio de um aparelho de ultrassonografia (DP-
2200 VET – Mindray) e sonda de 5 MHz. 

Para análise estatística considerou-se as variáveis diâmetro do FD e taxa de ovulação. As análises foram 
realizadas através do teste de Qui quadrado. 
 
Resultados e Discussão 

A taxa de ovulação geral foi igual para ambos os protocolos de sincronização 66,6%. O diâmetro do 
folículo dominante no momento da retirada do implante de progesterona apresentou associação positiva com a 
taxa de ovulação (P < 0,05), visto que foi observado que a taxa de ovulação foi maior nas fêmeas que 
apresentaram folículo com diâmetro >7,5 mm no momento da retirada do implante (100%) em ambos os 
protocolos. As vacas com FD com diâmetro <7,5 mm obtiveram uma taxa de ovulação de 20% e 42,8%, 
respectivamente (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Associação entre o diâmetro do FD no momento da retirada do implante e as taxas de ovulação das 
fêmeas dos grupos G1 e G2. 

 Diâmetro do FD 
 <7,5 mm >7,5 mm 
Taxa de Ovulação G1 (%) 20%a  100%b  
Taxa de Ovulação G2 (%) 42,8%a  100%b  

 
No presente estudo as vacas com FD maior no momento da retirada do implante de progesterona, 

também apresentaram maior FD no momento da IATF. De acordo com Burke et al. (2001) a indução da 
ovulação de folículos maiores e maduros leva ao aumento da taxa de ovulação, maior diâmetro de corpo lúteo 
formado e o aumento da concentração de progesterona no ciclo subseqüente. Quando se levou em consideração o 
momento da ovulação, a maioria das fêmeas que apresentaram FD <7,5 mm no momento da retirada do 
implante, tiveram ovulações antes do momento da IATF, concordando com trabalho realizado por Sá Filho 
(2012) trabalhando com fêmeas zebuínas, onde se obteve menor taxa de ovulação e de concepção para fêmeas 
com menor diâmetro folicular no momento da IATF.  
 
Conclusão 

É possível a identificação e seleção dos animais submetidos ao protocolo de sincronização para IATF 
que terão maior probabilidade de ovulação através da mensuração do tamanho do FD no dia da retirada do 
implante de progesterona, podendo serem selecionadas as fêmeas com folículo maior que 7,5 mm, aumentando 
com isso o índice de prenhez, além da economia de custos ao retirar animais do lote que não estão respondendo 
adequadamente ao protocolo. 
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Abstract 
The Enterolobium contortisiliquum has been described as toxic to bovine causing digestive disorders, 

photosensitivity and abortions. This study aimed to evaluate the in vitro toxicity of ethanol extract of 
Enterolobium contorttisiliquum (EEtOH-Ec) fruit and its influence on uterotrophic trial in female rats. The 
ethanol extract of the fruit was obtained by cold maceration, lyophilized and stored in amber glass flasks. The 
experimental design for uterotrophic trial of EEtOH-Ec consists of nine groups, composed of six immature 
Wistar female rats. The treatments were administered from 21st to 25th postnatal day. After five days of 
treatment, the female rats were anesthetized (ketamine + xylazine) for blood sampling, then were euthanized by 
about the same anesthetic dose association to collect uterus and ovaries. The uterine relative masses did not 
differ and changes were not observed in the number of ovarian structures. EEtOH-Ec showed no estrogenic 
action, nor antiestrogen action in Wistar female rats. 
Keywords: reproductive system, toxicity, tamboril. 
Palavras-chave: sistema reprodutor, toxicidade, tamboril. 
 
Introdução 

Atualmente, são conhecidas cerca de 130 espécies de plantas de interesse pecuário no país (Tokarnia et 
al., 2012; Pessoa et al., 2013). No Piauí, dentre as plantas tóxicas que mais causam prejuízos à pecuária pode-se 
citar a Enterolobium contortisiliquum (Mello et al., 2010). A intoxicação por essa planta ocorre em após a 
ingestão de favas, e são descritos sinais clínicos caracterizados principalmente por transtornos digestivos, 
fotossensibilização hepatógena e abortos. Tanto caprinos quanto bovinos apresentam diarreia severa, podendo 
morrer em 2 a 3 dias ou então evoluírem para recuperação, alguns animais que estivessem prenhes abortariam e 
outros apresentariam fotossensibilização (Tokarnia et al., 1991; Grecco et al., 2002; Mendonça et al., 2009; 
Lemos et al., 2011). Estudos para detecção da toxicidade reprodutiva em fêmeas consistem na combinação de 
métodos, como avaliação do ciclo estral, da fertilidade, do peso de órgãos, histopatologia e quantificação corpos 
lúteos e de folículos ovarianos. Alguns ensaios experimentais in vivo foram desenvolvidos para identificação de 
substâncias químicas causadoras de desregulação endócrina em fêmeas. Destes, os mais utilizados são o teste 
uterotrófico (Baker, 2001). Portanto, este trabalho tem como objetivo investigar a possível ação estrogênica e/ou 
antiestrogênica do extrato etanólico do fruto de E. Contortisiliquum (EEtOH-Ec) por meio do teste uterotrófico.  
 
Material e Métodos 

Foram coletados os frutos de E. contortisiliquum em propriedades nos municípios da região Norte do 
Piauí. O material vegetal foi dessecado em estufa de circulação de ar forçada durante sete dias a uma temperatura 
máxima de 45°C e, em seguida, triturados em moinho, obtendo-se assim um pó fino. O extrato etanólico do fruto 
foi obtido através da maceração a frio, com etanol PA. O material obtido, por fim, foi liofilizado, acondicionado 
em frascos de vidro âmbar e conservado à temperatura de 4-8°C. Para experimentação foram utilizadas ratas 
Wistar (Ratus norvegicus). Os animais foram alojados em gaiolas-padrão (lotação de 3 a 4 animais), forradas 
com cama de xilana, com água potável e ração ad libitum, mantidos em ambiente climatizado (24 ± 1°C). O 
delineamento experimental para ensaio uterotrófico do extrato etanólico de E. contortisiliquum (EEtOH-Ec) 
constou de nove grupos, compostos de seis ratas Wistar imaturas (21 ± 1 dia pós-natal). Os tratamentos foram 
administrados do 21º ao 25º dia pós-natal. Após os cinco dias de tratamento, as ratas foram eutanasiadas por 
sobre dose anestésica (ketamina + xilazina) para coleta de útero e ovários.  

 
Resultados e discussão 

Segundo avaliado, o extrato etanólico das vagens de E. contortisiliquum nas dosagens de 125mg/kg, 
250mg/kg e 500mg/kg, não provocou alteração no peso relativo dos órgãos de Ratas Wistar em relação ao grupo 
controle negativo (Tab. 1). Em relação à atividade antiestrogênica, verificou-se que o peso relativo do ovário não 
apresentou diferença significativa em nenhum dos grupos, porém pode-se observar diferenças significativas no 
peso do útero no grupo Estradiol quando comparado aos grupos controle, EEtOH-Ec nas dosagens de 125, 250 e 
500 mg/Kg, e ao Estradiol + EEtOH-Ec na dosagem de 125 e 250 mg/kg (Tab. 1). 
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Figura 1. Teste uterotrófico. Massa do útero em relação a massa corporal de ratas Wistar imaturas. Resultados expressam 
média ± erro padrão. a – quando difere do controle; b - quando difere do Estradiol. 
 
Tabela 1. Peso relativo do útero e ovários de ratas Wistar imaturas tratadas com extrato etanólico das vagens de Enterolobium 
contortisiliquum (EEtOH-Ec). 

Grupo 
Dosagem 
(mg/Kg) 

Parâmetros 
Útero Ovários 

Controle  0,186 ± 0,014a 0,097 ± 0,030 

EEtOH-Ec 
125 0,136 ± 0,018a 0,167 ± 0,106 
250 0,138 ± 0,025a 0,070 ± 0,125 
500 0,294 ± 0,097 1,149 ± 1,066 

Estradiol 0,4 0,480 ± 0,042  0,082 ± 0,008 

Estradiol + EEtOH-Ec 
125 0,319 ± 0,038a 0,408 ± 0,197 
250 0,247 ± 0,009a 0,076 ± 0,009 
500 0,380 ± 0,005  0,090 ± 0,011 

Estradiol + Tamoxifeno 0,4 + 1,0 0,323 ± 0,028a  0,164 ± 0,019 
Resultados expressos em média ± E.P.M. ANOVA seguida de Tukey. a – quando difere do Estradiol. 
 

As massas relativas uterinas não diferiram entre os animais dos grupos tratados com a o extrato e 
aqueles que receberam apenas veículo, indicando que o extrato etanólico de E. contortisiliquum não demonstrou 
atividade estrogênica nas doses investigadas, quando comparados com a potência estrogênica do estradiol. Não 
foram observadas alterações no número de estruturas ovarianas das ratas tratadas com EEtOH-Ec, mostrando que 
o extrato não interfere na foliculogênese. Os resultados referentes à quantificação folicular ovariana, feita por 
meio da visualização de cortes histológicos, são apresentados na Tabela 2.  
 
Tabela 2. Quantificação folicular de ratas Wistar imaturas tratadas com extrato etanólico das vagens de Enterolobium 
contortisiliquum (EEtOH-Ec) 

Grupo 
Dose 

(mg/Kg) 
Folículos 

Primordiais Primários Secundários Terciários Atrésicos Corpo lúteo 
Controle  5,50 ± 1,55 9,00 ± 3,37 10,5 ± 1,50 0,50 ± 0,29   5,0 ± 0,71 1,25 ± 0,48 

EEtOH-Ec 
125 5,75 ± 1,11 8,25 ± 1,88 7,25 ± 1,65 b 0 7,25 ± 0,85 1,00 ± 0,71 
250 5,20 ± 2,27 6,40 ± 1,54 6,60 ± 1,83 b 0 10,0 ± 1,38a 0,40 ± 0,40 
500 3,60 ± 1,36 4,60 ± 1,72 5,40 ± 0,93 b 0,2 ± 0,2 ,8,00 ± 0,37c 1,20 ± 0,49 

Estradiol 0,4 5,20 ± 1,20 6,4 ± 1,12 7,80 ± 1,02 b 0,60 ± 0,25 4,40 ± 0,51c 0,25 ± 0,25 

Estradiol + 
EEtOH-Ec 

125 10,75 ± 1,55 5,00 ± 1,68 7,25 ± 1,37 b 0 4,50 ± 0,64c 0,75 ± 0,49 
250 3,80 ± 1,2c 5,2 ± 1,56 9,2 ± 2,22 b 0,4 ± 0,25 4,60 ± 0,93c 1,20 ± 0,37 
500 7,40 ± 1,08 8,20 ± 1,71 8,8 ± 2,24 b 0,8 ± 0,58 4,40 ± 1,29c   2,8 ± 1,16 

Estradiol + 
Tamoxifeno 

0,4 + 1,0 6,00 ± 1,26 7,00 ± 1,79 1,50 ± 0,77 0,6 ± 0,4 4,00 ± 0,95c 0 

Resultados expressos em média ± E.P.M. ANOVA seguida de Tukey. a – quando difere do controle; b – quando difere do 
Estradiol + Tamoxifeno, c - quando difere do extrato 250 mg/Kg; d - quando difere do Estradiol + 125 mg/Kg. 

 
Conclusão 

Concluiu-se que o extrato etanólico das vagens de Enterolobium contortisiliquum, não apresentou ação 
estrogênica, nem ação antiestrogênica em Ratas Wistar, de acordo com a metodologia utilizada. 
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Abstract 

This study was conducted to evaluate the effect of different concentrations of limonene (R)-(+) (50 µM, 
100 µM and 150 µM) in supplementing the diluter of bulls freezing semen. Thirty-six ejaculated from four 
Curraleiro-Pé-Duro bulls were used for cryopreservation. The epifluorescence microscopy was used to 
determine the plasmatic integrity and mitochondrial activity potential. No was observed effect on the integrity of 
plasma membrane nor mitochondrial activity potential when cryopreserved by adding limonene R - (+). The 
results obtained in this study allow to conclude that supplementation limonene (R) - (+) on diluter of bulls 
freezing semen does not interfere with the integrity of the plasma membrane or the potential of sperm 
mitochondrial activity. 
Keywords: criopreservation, limoneno, bull. 
Palavras-chave: criopreservação, limoneno, touro. 
 
Introdução 

Em bovinos o principal constituinte espermático afetado pelo processo de criopreservação é a 
membrana plasmática, sobretudo devido à alteração na composição lipídica (Hammerstedt et al., 1990), com 
perda de fosfolipídios totais (Darin-Bennett et al., 1973). Um dos fatores mais importantes que contribuem para a 
má qualidade do sêmen é o estresse oxidativo (EO). O stress oxidativo é uma condição associada a um 
desequilíbrio entre a produção de ROS e a capacidade de um sistema biológico para desintoxicar os 
intermediários reativos ou reparar o dano resultante (De Lamirande e Gagnon 1995).  

O óleo essencial de limão (Citrus limon) é o principal subproduto das cascas do fruto, tendo como 
principais constituintes grandes quantidades de terpenos, sendo o limoneno o principal constituinte dessa fração 
(Berger et al. 2002). O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno, é um monoterpeno monocíclico que possui 
dois enantiômeros, o limoneno R-(+) e o limoneno S-(-), (Poulose et al., 2005). O limoneno trabalha através da 
reação com os radicais livres, reduzindo a sua atividade e prevenindo uma posterior reação em cadeia, e em 
seguida, eliminando os radicais livres (Poulose et al., 2005). 

O objetivo deste experimento foi verificar o efeito do Limonene (R) - (+) na criopreservação 
espermática de touros sobre os parâmetros de integridade plasmática e potencial mitocondrial. 
 
Material e Métodos 

Foram utilizados quatro touros da raça Curraleiro Pé Duro, provenientes da Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade de Teresina, Piauí, Brasil. Durante o 
experimento, os touros foram mantidos sob regime extensivo, com acesso a piquetes de capim- mimoso 
(Axonopus purpusii) e capim milhã (Digitaria sanguinalis), água e sal mineral à vontade. As coletadas de sêmen 
foram feitas uma vez por semana, durante nove semanas, com o auxilio de um eletro estimulador controlado 
automaticamente (Biocon ® Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Imediatamente após a 
coleta as amostras de sêmen de cada animal foram colocadas em banho Maria a 37°C e avaliadas separadamente 
quando cor, aspecto, volume, turbilhonamento, motilidade total e vigor, em microscópio de contraste de fase. 
Apenas ejaculados com turbilhonamento ≥ 3; motilidade total ≥ 80%; vigor ≥ 3; concentração espermática ≥ 3,5 
X 109 espermatozoides/mL e patologias espermáticas ≤ 20% foram utilizados nesse estud o. Quando aprovadas, 
amostras dos quatro ejaculados foram misturadas para formação de um pool, logo após a formação do pool, este 
foi divido em quatro alíquotas e diluídas em meio Tris-Gema (37°C) contendo limoneno (R)-(+) (50 µM, 100 
µM e 150 µM), enquanto que uma alíquota sem nenhuma suplementação foi mantida como controle. O sêmen 
diluído foi envasado em palheta de 0,5mL (50 X 106 espermatozóides viáveis por palheta) e congelado em 
maquina TK 3000® na curva de congelação rápida (-0,25º C/min, de 25º C a 5º C e -20º C/min, de 5º C a -120º 
C) e, após atingir -120º C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogênio liquido (-196º C) e armazenadas em 
botijão criogênico. Após 30 dias de armazenamento as amostras de sêmen foram descongeladas em banho-maria 
a 37ºC por 30 segundos e avaliadas quanto à integridade da membrana plasmática e potencial de atividade 
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mitocondrial, utilizando as sonda florescente DCF mais IP, e JC-1. O delineamento experimental foi em bloco ao 
acaso, com quatro tratamentos: controle, limoneno (R)-(+) (50), limoneno (R)-(+) (100) e limoneno (R)-(+) 
(150) em nove coletas. Para comparação de média foi utilizado o teste paramétrico de Student-Newman-Keuls 
(SNK), na probabilidade de 5%. As análises foram executadas através do programa Statistical Analysis System 
(SAS Institute Inc, 2013). 
 
Resultados e Discussões 

A qualidade dos espermatozoides, em termos de integridade da membrana plasmática, e potencial de 
atividade mitocondrial estão resumidos na Tab. 1. Não houve alterações significativas nos parâmetros de 
qualidade, entre os tratamentos estudados (P > 0,05). 

 
Tabela 1. Integridade da membrana plasmática e potencial de atividade mitocondrial pós-descongelamento de 
espermatozoides bovinos criopreservados em três concentrações diferentes (50, 100, 150 µM) de (limoneno (R)-
(+). 

Tratamentos Integridade da Membrana plasmática (%) Potencial de Mitocondrial (%) 
Controle 46.2 ± 6.2 41.8 ± 11.9 
Limoneno R(+) 50 50.5 ± 11.6 48.8 ± 9.2 
Limoneno R(+) 100 47.6 ±1 6.2 45.8 ± 7.9 
Limoneno R(+) 150 43.7 ± 8.9 43.7 ± 11.0 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP). 
 
No presente estudo, não foi observado diferenças significativas entre os grupos experimentais em 

relação à integridade da membrana plasmática e potencial de atividade mitocondrial, o que sugere que a presença 
do limoneno, nas concentrações utilizadas nesse estudo, não melhoram (P > 0,05) os parâmetros de qualidade de 
espermatozóides criopreservados de touro. Em um estudo anterior, Wittayarat et al. (2012) indicou que o 
antioxidante natural, chá verde (Cammelia sinensis), aumentou significativamente a motilidade espermática em 
humanos, porém não foram observados efeitos benéficos na membrana plasmática e na integridade acrossomal. 
Kalthur et al. (2012) demonstraram que a biotina pode melhorar a motilidade dos espermatozoides e a 
sobrevivência prolongada de sêmen descongelado. No entanto, outros elementos naturais, como óleo de palma, 
um óleo vegetal natural, mostraram efeitos nocivos sobre a motilidade dos espermatozoides humanos. Kiernan et 
al. (2013) relataram que a adição de ácido α -linolênico (ALA) (10 e 100 µM), ácido palmítico (100 µM) e ácido 
oléico (OA) (10 e 100 mM) em diluidores a base de citrato, com e sem gema de ovo, melhorou a motilidade 
progressiva, motilidade linear e a viabilidade de espermatozoides de touro refrigerados por 7 dias.  
 
Conclusões 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que a suplementação de Limoneno (R)-(+) 
ao diluidor de criopreservação do sêmen em bovinos, não interferiu na integridade da membrana plasmática nem 
no potencial de atividade mitocondrial espermático. 
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Abstract 
This study aimed to evaluate three different incubation systems in nuclear maturation of bovine oocytes. 

Follicles of 2 to 8 mm in diameter were aspirated for obtaining cumulus-oocyte complexes (COCs). Thereafter, 
COCs were subjected to in vitro maturation (IVM) in TCM-199 medium supplemented at 38.5 °C for 23 h in 
different incubation systems: bench incubator with high oxygen (20% O2 in air), bench incubator with low 
oxygen (5% O2) and portable incubator with low oxygen. After IVM, cumulus cells were removed and oocytes 
were stained with Hoechst 33342. The slides were analyzed by a fluorescence microscope and the oocytes were 
classified into: degenerated (DG), metaphase I (MI) and metaphase II (MII). No difference (P > 0.05) was 
observed among the rates of DG, MI and MII for the different incubation systems. Therefore, the use of portable 
incubation system is a viable alternative for in vitro maturation of bovine oocytes. 
Keywords: portable incubator, in vitro maturation, low oxygen.  
Palavras-chave: incubadora portátil, maturação in vitro, oxigênio reduzido. 
 
Introdução 

Segundo dados do IBGE (2015), o rebanho bovino brasileiro classifica-se como o segundo maior 
rebanho mundial, com 215,2 milhões de cabeças, atrás apenas da Índia. A utilização de biotécnicas relacionadas 
à reprodução, tais como a inseminação artificial, transferência e produção in vitro de embriões (PIVE) 
contribuíram para o desenvolvimento da bovinocultura nacional (Cavalieri et al., 2015). O emprego da PIVE na 
pecuária proporciona um grande ganho genético aos rebanhos, tendo em vista a possibilidade da produção de um 
maior número de descendentes provenientes de um animal de genética superior. Torna-se também importante 
que esta biotécnica seja a mais simples e portátil possível. Com este intuito, o presente estudo objetivou avaliar 
três diferentes sistemas de incubação na maturação nuclear de oócitos bovinos.  
 
Material e Métodos 

Ovários bovinos foram obtidos em abatedouro comercial, transportados ao laboratório e submetidos a 
punção folicular. Folículos de 2 a 8 mm de diâmetro foram puncionados para a obtenção de complexos cumulus-
oócito (CCOs), que foram classificados de acordo com Leibfried e First (1979). Os CCOs selecionados foram 
submetidos à maturação in vitro (MIV). A MIV foi realizada em TCM-199 (M2154, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
EUA) suplementado com 10% (v:v) de soro fetal bovino (12657-029; Gibco, Grand Island, Nova Iorque, EUA), 
0,1 mM de piruvato de sódio (P4562), 10 ng/mL de fator de crescimento epidermal (E4127), 100 µM de 
cisteamina (M9768), 20 µg/mL de FSH/LH (Pluset, Hertape Calier, Barcelona, Espanha), 1 µg/mL de estradiol 
(E8875), 1% (v:v) de antibiótico-antimicótico (A5955) e 1 mM de L-glutamina (G8540)  mantidos a 38,5ºC por 
23 h em três diferentes sistemas de incubação: incubadora de bancada (Thermo Fischer, Waltham, EUA) com 
oxigênio elevado (5% CO2 em ar), incubadora de bancada (Eve, WTA, Cravinhos, Brasil) com oxigênio 
reduzido (5% CO2, 5% O2, 90% N2) e incubadora portátil (LabMix, WTA) com oxigênio reduzido. Após a MIV, 
as células do cumulus foram removidas por vórtex e os oócitos submetidos à coloração com Hoechst 33342 
(B2261; Sigma-Aldrich): os oócitos foram lavados em PBS suplementado com 3 mg/mL de BSA (PBSBSA) e 
posteriormente fixados em solução de 0,5% de glutaraldeido em PBSBSA por 30 min. Após fixação, os oócitos 
foram lavados em PBSBSA e submetidos a coloração com Hoechst (10 µM) por 15 min. Em seguida, os oócitos 
corados foram lavados em PBSBSA e montados em lâminas cobertas com lamínulas. As lâminas foram analisadas 
em microscópio óptico (Eclipse E400, Nikon, Tóquio, Japão) munido de fluorescência e os oócitos classificados, 
de acordo com a conformação da cromatina, em degenerados (DG), metáfase I (MI) e metáfase II (MII). As 
taxas obtidas foram comparadas pelo teste t de Student com significância de P < 0,05. 
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Resultados e Discussão 
Os resultados obtidos a partir de três repetições estão descritos na Tabela 1. Ao comparar as taxas de 

DG, MI e MII para os três diferentes sistemas de incubação, não ocorreram diferenças significativas (P > 0,05) 
entre nenhum dos grupos avaliados. Na produção de embriões in vitro, Kumar et al. (2015) verificaram o efeito 
produtivo da baixa concentração de O2 em búfalos, evidenciando que esta diferença pode estar mimetizando as 
condições in vivo. Desta forma, é possível verificar a viabilidade da utilização de incubadora portátil no processo 
de MIV de oócitos bovinos, pelo menos quando da utilização de atmosfera de baixa tensão de oxigênio (5%). 
Esses resultados podem, portanto, colaborar para o aperfeiçoamento da técnica facilitando o transporte dos 
complexos cumulus-oócito provenientes de fêmeas alocadas em propriedades isoladas do meio urbano. 

 
Tabela 1. Avaliação da maturação de oócitos bovinos (degenerado – DG, metáfase I – MI, metáfase II – MII) 
submetidos a diferentes sistemas de incubação. 

Grupo Experimental n DG (%) MI (%) MII (%) 
Thermo 81 14 (17,3)a 10 (12,3)a 57 (70,4)a 
Eve 61 21 (34,4)a 9 (14,8)a 31 (50,8)a 
LabMix 59 12 (20,3)a 13 (22,0)a 34 (57,6)a 

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna mostram similaridade estatística (P > 0,05) pelo teste t de Student. 
 

Conclusão 
A utilização de um sistema de incubação portátil com baixa tensão de oxigênio (5% CO2, 5% O2, 90% 

N2) é uma alternativa viável para a MIV de oócitos bovinos, podendo a mesma ser utilizada na rotina em nível de 
campo. 
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Abstract 

The objective of this study was to evaluate the effect of temperature and transport time on the Cumulus 
Complex - oophorus (COC). We evaluated 181 cattle COCs obtained from 15 pairs of ovaries, and 743 ovarian 
follicles obtained from 30 pairs of ovaries subjected to histological processing. They evaluated the transport at 
4°C and 37°C in the period of 6:18 hours. After aspiration, the COCs obtained were stained with Trypan Blue to 
verify the integrity of the cell membrane and / or oocyte, and made the counting of follicles. The ovaries 
transported at lower temperatures and in shorter time showed better viability, suggesting maintaining the 
integrity of the plasma membrane of cells COCs. As the temperature rises, the viability of COCs decreases as the 
number of follicles, suggesting damage to the membranes of such cells. Thus, it was concluded that COCs and 
ovarian follicles undergo with temperature and transport time. 
Keywords: ovary, transport, temperature. 
Palavras-chave: ovário, transporte, temperature. 
 
Introdução 

O desenvolvimento de protocolos de conservação que permitam a manutenção da viabilidade folicular 
durante o transporte do ovário do local de coleta até o laboratório, bem como durante as manipulações que 
antecedem o cultivo in vitro faz-se necessário. Dentre os protocolos de transporte empregados, o resfriamento do 
tecido ovariano vem sendo realizado a 4 ou 20°C, por períodos que variam de 2 a 24 h, utilizando diferentes 
meios como solução salina 0,9% (Santos et al., 2002), Braun-Collins (Carvalho et al., 2001), à base de água de 
coco (Silva et al., 2000) e PBS (Phosphat Buffer Saline - Silva et al., 2002). Esses meios também foram 
utilizados na preservação de folículos pré-antrais à temperatura fisiológica (39°C) nos mesmos períodos de 
incubação (Matos et al., 2004). Entretanto, para que isso seja possível, mesmo após longos períodos de 
preservação, alguns fatores essenciais para a sobrevivência das células devem ser levados em consideração, tais 
como: escolha do meio utilizado durante o processo de resfriamento, temperatura e tempo de preservação 
(Santos et al., 2004). 

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade dos complexos cúmulos oophorus (COC) 
e dos folículos ovarianos obtidos de fêmeas bovinas abatidas no Matadouro Municipal de Araguaína, e verificar 
o efeito da temperatura e tempo de transporte, sobre a qualidade desses folículos. 
 
Material e Métodos 

Para a execução deste projeto foram utilizados 30 pares de ovários, provenientes do Matadouro 
Municipal de Araguaína e garrafas térmicas para o transporte. Os ovários foram transportados do abatedouro ao 
laboratório de Reprodução Animal da EMVZ/UFT em garrafas térmicas com temperaturas de 4ºC e 37°C, 
contendo solução salina com 0,9% de NaCl, agrupados em 05 pares de ovário para cada coleta realizada. 

No laboratório, os ovários foram retirados da garrafa térmica, despejados em um recipiente, e lavados 
com nova solução salina, mantidos em banho-maria a 37°C ou em isopor a 4ºC. Os folículos antrais foram 
aspirados, para obtenção de complexos cumulos oophorus com seringa acoplada a agulhas 25x7 ou 25x8. 

Após a aspiração, foram seccionados fragmentos dos ovários e estes submetidos a fixação com formol 
10%. Posteriormente, os fragmentos ovarianos foram processados para análise histológica, com cortes seriados 5 
mm de espessura, e cada quinta seção foi montada e corada com ácido periódico Schiff (PAS) -hematoxilina, e 
avaliadas através de um microscópio de luz (Nikon, Tokyo, Japão). Em cada tratamento, os folículos pré-antrais 
foram classificados em primordiais, primários e secundários, e quanto à sua viabilidade, em normais ou 
degenerados. Foi utilizado o teste G a 5% de probabilidade. 

 
Resultados e Discussão 

Foram avaliados 181 COCs bovinos a partir da coleta de 15 ovários, na estação chuvosa da região (Tab. 
1). 
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Tabela 1: Viabilidade de complexos cumulos oophorus transportados a 6 e 18h. 

Classificação 
Temperatura 

4ºC 37ºC  
Não corados Corados  Não corados Corados  Total Geral 

6 horas 31 (67%)aA 15 (33%)bB 32 (57%)aA 24 (43%)bB  
18 horas 18 (49%)aB 19 (51%)aA 11 (26%)aB 31 (74%)bA  

Total 49 34 43 55 181 
Letras diferentes indicam diferença estatística (P < 0,05) a,b linha A,B coluna. 

 
Pode-se observar que os ovários foram transportados por um período de tempo de até seis horas 

apresentaram complexos cumulos oophorus com maior viabilidade (67%) do que aqueles que foram 
transportados por 18 horas (26%). Estudos recentes com bovinos apontam que os COCs parecem não sofrer 
influência da temperatura, quando transportados em solução salina a 4ºC ou 37ºC, no período de até três horas, 
durante a estação chuvosa (Custódio et al., 2014). 

Os ovários transportados no tempo de seis horas apresentavam-se em bom estado de conservação, com 
aparência semelhante à quando coletados, e de fácil aspiração. Foram analisados 46 COCs na temperatura de 
4ºC, sendo destes 67% viáveis, e 56 COCs na temperatura de 37ºC, onde deste 57% estavam viáveis. Diante dos 
valores podemos observar que não ocorre consideráveis diferenças entres as temperaturas de transporte. Porém 
levando em consideração a obtenção de melhores resultados, e a conservação dos ovários, o transporte a 4ºC se 
torna mais eficiente. No tempo de 18 horas os ovários já se apresentavam descaracterizados e de difícil 
aspiração. Os transportados em 4ºC apresentavam-se um pouco menos danificados, mais rígidos e ainda 
mantinham a coloração original, diferentemente dos de 37ºC, que apresentavam-se mais degradados, mole a 
palpação, pálidos, e com odor fétido. Foram analisados 37 COCs na temperatura de 4ºC, onde 49% 
apresentavam-se viáveis, e 42 COCs na temperatura de 37ºC, sendo deste apenas 26% viáveis. O que indica que 
quanto menor a temperatura de transporte, mais conservados estes ovários e folículos iram se apresentar. Em um 
trabalho realizado com catetos, Lima (2014) obteve melhores resultados que estes, sendo 63,9% dos folículos 
viáveis utilizando PBS, transportados por 24H em 4ºC. 

Para a análise da morfologia dos folículos ovarianos, foram contados e avaliados 743 folículos quanto à 
integridade da morfologia dos folículos, obtendo os seguintes resultados descritos nos quadros abaixo: 

Com a avaliação morfológica dos folículos, foi possível observar que a associação entre temperaturas 
mais amenas e um período de tempo menor de transporte de ovários, para obter bons resultados na manutenção 
da viabilidade folicular. Dos 318 folículos primordiais transportados a 4ºC no tempo de seis horas, 52% 
apresentavam-se viáveis contra apenas 8% dos 169 contados a 37ºC. O mesmo ocorrido é possível de observar 
com os demais FPA. 

No tempo de transporte de 18 horas, a viabilidade dos folículos a 4ºC diminuiu significativamente, 
quando comparado à 6 horas, apresentando 42% de viabilidade dos 160 folículos primordiais avaliados. E a 37ºC 
100% dos folículos foram considerados não viáveis, comprovando mais uma vez que temperaturas elevadas e 
longo período de tempo são prejudiciais aos folículos e células da granulosa. Trabalhos realizados com bovinos e 
seguindo uma linha de pesquisa semelhante indicam que temperaturas elevadas degeneram os folículos, como 
descrito por Luna (2010), que relata que no grupo exposto ao estresse calórico de seu trabalho, 42ºC, todos os 
FPA analisados apresentaram alteração nuclear, caracterizada por condensação da cromatina. Este fato indica 
possível degeneração induzida pelo calor e mostra extrema sensibilidade dos FPA ao estresse calórico. Assim, o 
transporte de ovários bovinos por um curto período de tempo, em baixa temperatura mantem a viabilidade 
folicular. 
 
Conclusão 

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir que a viabilidade dos COCs e dos folículos pré-antrais 
está diretamente relacionada com a temperatura e tempo de transporte.  
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Abstract 

The aim was to evaluate the quantity and quality of immature oocytes obtained from bovine ovaries 
with high and low antral follicle count (AFC). Therefore, ovaries were obtained from a slaughterhouse and the 
laboratory were divided in two groups: high count (HC: ≥ 20) and low count (LC: <20) follicles. After the 
follicular aspiration, retrieved oocytes were assessed by morphological appearance and brilliant cresyl blue test 
(BCB) in viable and non-viable. The data were analyzed by Fischer exact test (P < 0.05). After three replicates, 
85 ovaries were recovered and distributed between the groups HC (22) and LC (63). There was no significant 
difference in the recovery rate. Furthermore, in the morphology and BCB test the viability rates were 
statistically similar between groups (P > 0.05). Therefore, it is concluded that the AFC does not influence the 
quantity and quality of oocytes. 
Keywords: brilliant cresyl blue, morphological evaluation, in vitro embryo production. 
Palavras-chave: azul cresil brilhante, avaliação morfológica, produção in vitro de embriões. 
 

Introdução 
O aumento da produtividade da pecuária mundial está intimamente associado à utilização de 

biotecnologias reprodutivas, especialmente a produção in vitro de embriões (PIVE). Essa biotécnica tem como 
objetivo principal melhorar a eficiência reprodutiva de animais geneticamente superiores, aumentando o número 
de descendentes em um curto período de tempo (Stroebech et al., 2015). Nesse contexto, a espécie bovina vem 
sendo favorecida pela técnica de PIVE, destacando o Brasil no cenário mundial como o maior produtor de 
embriões bovinos por FIV usando a aspiração folicular in vivo (IETS, 2014). Contudo, apesar dos resultados 
positivos, a PIVE ainda apresenta limitações relacionadas principalmente a qualidade dos oócitos recuperados, 
especialmente quando se trata de animais de abatedouro onde se encontra a maior disponibilidade de material 
biológico. Inúmeros fatores podem influenciar na qualidade oocitária, dentre eles as características genéticas da 
fêmea são consideradas fundamentais. Nesse contexto, a contagem de folículos antrais (CFA) está diretamente 
relacionada ao padrão hormonal da fêmea, fator que influencia diretamente o desenvolvimento oocitário (Mossa 
et al., 2010). Diante disso, a CFA tem sido utilizada como parâmetro para predizer o potencial reprodutivo de 
fêmeas bovinas e, portanto, a qualidade dos seus gametas. Estudos anteriores mostram que fêmeas com elevada 
CFA apresentam desempenho reprodutivo superior quando comparadas àquelas de baixa CFA (Ireland et al., 
2007; Mossa et al., 2012). Contudo, existe uma grande variabilidade quanto à classificação do número de 
folículos e resultados obtidos. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a quantidade e qualidade de 
oócitos imaturos bovinos obtidos de ovários com alta e baixa CFA, de acordo com a população folicular das 
fêmeas criadas na região semiárida.  
 
Material e Métodos 

Ovários de vacas mestiças e histórico reprodutivo desconhecido foram obtidos em abatedouro local e 
transportados imediatamente para o laboratório em solução salina aquecida (NaCl 0,9%, 35-37ºC), não 
ultrapassando o tempo de 2 h. No laboratório, ovários foram divididos de acordo com o número de folículos 
antrais (diâmetro 2-8 mm) em dois grupos: alta contagem (AC: 20 ou mais folículos) e baixa contagem (BC: 
menos de 20 folículos). Em seguida, foi realizada aspiração folicular com seringa de 5,0 mL acoplada a agulha 
de 21G contendo aproximadamente 1,0 mL de solução tampão fosfato (PBS). Após a aspiração, o líquido 
folicular foi mantido em repouso por 15 min e o conteúdo precipitado foi visualizado sob estereomicroscópio 
para a busca e classificação morfológica dos oócitos. A partir disso, oócitos apresentando mais de uma camada 
de células do cumulus e citoplasma homogêneo foram considerados viáveis, e àqueles com camada de células do 
cumulus incompleta ou ausente e citoplasma heterogêneo foram considerados não viáveis. Além disso, oócitos 
foram avaliados pelo ensaio bioquímico de azul cresil brilhante (ACB, 26 μM), onde foram incubados durante 
60 min e classificados em viáveis (cor azul) e não viáveis (incolor). Finalmente, as taxas de recuperação e de 
oócitos viáveis por morfologia e ensaio de ACB foram comparadas, expressas em percentual e analisadas pelo 
teste exato de Fischer (P < 0,05). 
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Resultados e Discussão 
Após três repetições, um total de 85 ovários foi recuperado e distribuído de acordo com a contagem de 

folículos antrais nos grupos AC (22) e BC (63). A partir disso, foram recuperados 149 e 139 oócitos de 491 e 
464 folículos antrais de ovários dos grupos AC e BC, respectivamente, não apresentando diferença significativa 
na taxa de recuperação (P = 0,9438; Tab. 1). Na avaliação morfológica, não foi observada diferença (P = 0,1290; 
Tab. 1) no percentual de oócitos viáveis recuperados dos grupos AC e BC. Ireland et al. (2007) estudando a CFA 
de fêmeas bovinas também não observou diferença estatística na qualidade morfológica de oócitos de fêmeas 
com baixa (≤15 folículos por animal) ou alta  (≥ 25 folículos por animal) CFA. Quanto à viabilidade oocitária a 
partir do ensaio de ACB, foram obtidos percentuais de 49,0% e 57,6% para os grupos AC e BC, 
respectivamente, os quais foram semelhantes entre si (P = 0,1575, Tab. 1).  Contudo, em contraste com os 
resultados apresentados, Luciano et al. (2013) observaram que em ovários com menos de 10 folículos antrais 
oócitos têm menor competência desenvolvimento e aumento da aneuploidia. 

 
Tabela 1. Avaliação quanti-qualitativa de oócitos imaturos bovinos derivados de ovários com alta e baixa 
contagem de folículos antrais (CFA).   

CFA Taxa de recuperação (n) Viáveis por morfologia (n) Viáveis por ACB (n) 
Alta (≥20) 30,3 ± 1,4 (149/491) 63,8 ± 15,1 (95/149) 49,0 ± 6,2 (73/149) 
Baixa (<20) 30,0 ± 10,2 (139/464) 72,7 ± 2,1 (101/139) 57,6 ± 4,5 (80/139) 
Valores de P 0,9438 0,1290 0,1575 

Média (%) ± erro padrão. Teste exato de Fisher (P > 0,05).  
 

Conclusões 
Portanto, pode-se concluir que a CFA não influencia na quantidade e qualidade de oócitos bovinos 

imaturos recuperados de ovários de fêmeas de abatedouros. Finalmente, estudos adicionais para avaliar a CFA 
nas etapas subsequentes da PIVE são necessários. 
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Abstract 

The present study investigated the effects of different concentrations of linear crotamine (CrL), used as 
agent for cell transfection, on in vitro development of bovine embryos. Embryos were exposed to 0; 5 and 12.5 
µM of CrL in Synthetic Oviductal Fluid (SOF) for 6 h. Vehicle solution was NaCl 150 mM and not exposed 
embryos (in vitro fertilized-IVF group) was included. In vitro developmental competence was evaluated by 
cleavage (day 2), blastocyst (day 7 and 8), and hatching (day 8) rates. No difference (P > 0.05) was observed 
among CrL groups and control group (IVF) for all observed parameters. In conclusion, the use of the tested CrL 
concentrations for 6 h during in vitro culture of bovine embryos have no deleterious effects on embryo 
development. 
Keywords: linear crotamine, cell-penetration peptide, embryotoxicity. 
Palavras-chave: crotamina linear, peptídeo de penetração celular, embriotoxicidade. 
 
Introdução 

Nas últimas décadas, os peptídeos de penetração celular (PPCs) têm sido estudados devido a sua 
habilidade de translocar membranas e adentrar o interior de células (Poon e Gariépy, 2007). Alguns desses PPCs 
apresentam a capacidade de complexar moléculas de DNA e poderiam ser utilizados para a inserção de genes 
exógenos em embriões. Alguns PPCs foram descobertos a partir de toxinas animais, como, por exemplo, a 
crotamina, presente no veneno da cascavel da América do Sul (Crotalus durissus terrificus; Gonçalves e Polson, 
1947). Sua atividade de penetração em células e embriões foi verificada (Kerkis et al., 2004). No entanto, 
quando utilizada em complexo com moléculas de DNA exógeno, não melhorou a expressão do transgene em 
embriões bovinos (Campelo et al., 2016a). Dessa forma, nosso grupo desenvolveu uma nova molécula, a 
crotamina linear (CrL), a fim de melhorar a capacidade de endereçamento de genes exógenos em embriões. Esse 
estudo teve por objetivo avaliar possíveis efeitos da CrL sobre o desenvolvimento de embriões bovinos. 
 
Material e Métodos 

Os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), exceto se indicado de 
outra forma. A CrL foi produzida no Laboratório de Bioquímica e Biotecnologia (LABOMAR, UFC). Ovários 
bovinos foram colhidos em abatedouro e os complexos cumulus-oócito (CCOs) foram aspirados de folículos de 2 
a 8 mm de diâmetro. A maturação in vitro (MIV) foi realizada em meio TCM-199 suplementado com fatores de 
crescimento e hormônios a 38,5ºC por 23 h em 5% de CO2. A fecundação in vitro (FIV) foi realizada com sêmen 
congelado-descongelado, selecionado em gradiente de Percoll (55/90%) e lavado duas vezes com meio Brackett-
Oliphant (BO) suplementado de cafeína e heparina (Calbiochem, Merck, Darmstadt, Alemanha). Logo após, o 
sêmen foi diluído em meio BO suplementado com albumina sérica bovina (BSA) e a concentração foi ajustada 
para 20106 espermatozoides/mL. Por fim, a FIV foi realizada em gotas de 100 µL cobertas com óleo mineral a 
38,5ºC em 5% de CO2 por 6 h. Após a FIV, os presumíveis zigotos tiveram suas células do cumulus removidas e 
foram distribuídos aleatoriamente nos grupos de exposição à CrL: 12,5 µM (CrL 12,5); 5 µM (CrL 5); ou NaCl 
150 mM (CrL 0). A exposição foi realizada em gotas de 50 μL compostas por 5 μL de solução de NaCl 150 mM 
contendo ou não CrL e 45 μL de SOF na ausência de aminoácidos, soro fetal bovino (SFB; Gibco, Grand Island, 
EUA) e BSA por 6 h a 38,5ºC. Após exposição, os zigotos foram lavados e cultivados in vitro (CIV) por 8 dias 
em SOF contendo aminoácidos, SFB e BSA. Esses procedimentos ocorreram a 38,5º C em atmosfera de 5% de 
CO2, 5% de O2 e 90% de N2. O grupo controle (FIV) foi aquele não submetido à exposição à CrL. A 
competência ao desenvolvimento foi avaliada pelas taxas de clivagem (dia 2), blastocisto (dia 7 e 8) e eclosão 
(dia 8), as quais foram comparadas pelo teste exato de Fisher com nível de significância de 5%. 
 
Resultados e Discussão 

Os resultados obtidos a partir de quatro repetições estão resumidos na Tab. 1. A exposição à CrL não 
resultou em diferença estatística (P > 0,05) em termos de desenvolvimento embrionário para ambas as 
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concentrações testadas (12,5 e 5 µM) quando comparadas ao grupo CrL 0 e ao controle FIV. A inocuidade da 
CrL nas condições testadas foi similar a observação prévia que verificou a ausência de toxicidade da crotamina 
(0,1-10 µM por 24 h) também em embriões bovinos (Campelo et al., 2016b).  

 
Tabela 1. Efeito da exposição (6 h) a diferentes concentrações de crotamina linear (CrL) sobre o 
desenvolvimento in vitro de embriões bovinos. 

Tratamento 
Concentração 
de CrL (µM) 

Presumíveis 
zigotos 

Clivagem 
(%)* 

Blastocistos (%) Eclosão 
(%)** 

Dia 7* Dia 8* 
FIV - 118 93 (78,8)a 54 (45,8)a 51 (43,2)a 8 (15,7)a 
CrL 
 
 

0 119 87 (73,1)a 50 (42,0)a 49 (41,2)a 13 (26,5)a 
5 162 126 (77,8)a 60 (37,0)a 62 (38,3)a 15 (24,2)a 

12,5 161 129 (80,1)a 69 (42,9)a 71 (44,1)a 18 (25,4)a 
*Calculado pelo número de zigotos em cultivo. **Calculado sobre blastocistos ao dia 8. Letras iguais 
sobrescritas na mesma coluna mostram ausência de diferença estatística (P > 0,05). 
 
Conclusão 

É possível utilizar as concentrações de CrL testadas por 6 h durante o cultivo in vitro de embriões 
bovinos sem que ocorram efeitos deletérios ao desenvolvimento embrionário. 
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Abstract 

The present study evaluated the effect of melatonin on the degree of embryonic quality during the 
process of in vitro production of embryos. 512 cumulus-oocyte complexes of type I and II were submitted to in 
vitro production of embryos with 0 and 100 µM of melatonin in the maturation medium. There was no difference 
relative to the rate of cleavage 36.44% vs 32.93% and total viable embryos 16.44% vs 12.16% (P <0.05). 
Likewise, there was no difference in the degree of embryonic quality (P <0.05). Therefore, the medium 
supplemented with melatonin was not able to improve the cleavage rate, total viable embryos and quality of 
embryos fertilized in vitro. 
Keywords: ROS, antioxidant, embryo quality. 
Palavras-chave: ROS, antioxidante, qualidade embrionária. 
 
Introdução 

A qualidade e a integridade do oócito podem influenciar o sucesso da fertilização in vitro, assim como a 
competência do desenvolvimento até a fase de blastocisto. No entanto, durante o processo de ovulação, são 
produzidas dentro dos folículos espécies reativas de oxigênio (ROS), que levam ao estresse oxidativo, 
prejudicando o desenvolvimento in vitro dos oócitos até a fase de blastocisto (Papis et al., 2007). A melatonina 
que é conhecida por modular a função ovariana em mamíferos, atua também como uma eliminadora dos ROS, 
agindo como um potente antioxidante, evitando o estresse oxidativo durante a maturação oocitária e no 
desenvolvimento embrionário (Tsantarliotou et al., 2007). Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar os 
efeitos na melatonina adicionada ao meio de maturação in vitro, sobre a qualidade durante o desenvolvimento 
embrionário em bovinos. 

 
Material e Métodos 

O projeto foi desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal (LBR), da UFPI, 
durante o período de abril a junho de 2013. Os ovários foram obtidos de fêmeas bovinas abatidas no Frigorífico 
Marcantaria Santa Rita em Teresina-PI. No laboratório, os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram 
recuperados por aspiração e classificados de acordo com a qualidade morfológica em Graus I, II, III e IV. Foram 
selecionados 512 CCOs de grau I e II, para maturação. 

Os CCOs selecionados, foram maturados com 0 e 100 µM de melatonina, acrescido ao meio de 
maturação (Nutricell®), suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), sob óleo mineral em incubadora a 
38,5ºC, por 22 horas, em 5% de CO2 em ar. Após as 22 horas, os CCOs maturados foram transferidos para o 
meio de fecundação (Nutricell®) suplementado com Heparina e PHE (Nutricell®). O sêmen foi descongelado e 
submetido ao gradiente de Percoll. Em seguida foi determinada a concentração espermática e ajustada para 25 x 
106 espermatozoides vivos/mL. Após a FIV, os prováveis zigotos foram transferidos para o meio SOF 
(Nutricell®) suplementado com 5% de SFB e mantidos em estufa à temperatura de 38,5ºC, em 5% de CO2, 
durante 7 dias. No quinto dia de cultivo foi realizado o (feeding). A avaliação da taxa de clivagem foi realizada 
com 48 horas de início da FIV e a formação de blastocisto após 168 horas. As taxas de clivagem e de blastócitos 
foram avaliadas pelo teste não-paramétrico de Qui-Quadrado (χ2), e a comparação das medias pelo teste de 
Student-Newman-Keuls (SNK), ao nível de 5% de probabilidade. Os dados foram avaliados pelo programa SAS 
(Statistical Analysis System), versão 9.0. 

 
Resultados e Discussão 

No presente estudo, não houve diferença na taxa de clivagem (Tab. 1), 36,44% para 0 µM de 
melatonina no meio de MIV e 32,93% para 100 µM de melatonina no meio de MIV (P < 0,05). Da mesma forma 
não houve diferença no Total de embriões viáveis (Tab. 1), 16,41% para 0 µM de melatonina no meio de MIV e 
12,16% para 100 µM de melatonina no meio MIV (P < 0,05). Com relação aos graus de qualidade embrionária 
(GI, GII, GIII) (Tab. 1), também não houve diferença significativa em (P < 0,05). Esses resultados corroboram 
com (Adona et al., 2007), onde a adição de 100 µM de melatonina no meio de maturação in vitro, não interferiu 
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na taxa de clivagem e nos diversos estágios de desenvolvimento embrionário. No entanto, esses resultados 
discordam com estudos em que a concentração de melatonina de 1 pM e 100 µM aumentou o desenvolvimento 
embrionário em bovinos (Tan et al., 1993).  
 
Tabela 1. Taxa de clivagem, total de embriões viáveis e grau de qualidade embrionária em meio suplementado 
com melatonina 

 0 µM 100 µM 
Taxa de Clivagem (%)      36,44 ± 13,50a (100/281)   32,93 ± 10,26a (93/277) 
Total de Embriões  
Viáveis (%) 16,41 ± 5,13a (44/281) 12,16 ± 6,55a (36/277) 

GI 1,50 ± 0,63a 1,37 ± 0,50a 
GII 2,62 ± 0,88a 2,31± 1,25a 
GIII 1,68 ± 0,87a 1,56 ± 0,81a 

Médias, seguidas da mesma letra minúscula na mesma linha não difere entre si pelo teste de SNK (P < 0,05). 
GI=Grau 1; GII=Grau 2; GIII=Grau 3. 
 
Conclusões 

Os meios suplementados com melatonina não foram capazes de melhorar a primeira divisão 
embrionária após a fecundação in vitro. Como da mesma forma não melhoraram o grau de qualidade 
embrionária, produzindo taxas de embriões viáveis similares aos obtidos pelos sistemas tradicionais de PIV. 
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Abstract 

The aim of this study was to andrologicaly evaluate confined young bulls submitted to a diet rich in 
starch, correlating andrological traditional data with ultrasonography and testicular histology. 40 bulls 
confined for 94 days were submitted to 4 assessments to obtain testicular biometry, ultrasound images and 
semen collection and evaluation of the testes after slaughter. There was a progressive increase in weight 341.7 ± 
15 kg at baseline to 453.6 ± 30 kg at the end of feedlot in 94 days, and testis, with CE of 28.44 ± 3:36 cm to 
34.68 ± 8.21 cm, VT 677.5 ± 234.7 mm3 to 2663.5 ± 1004 mm3. Ultrasound images showed changes from the 
56th day. Histological analysis presented alterations from inflammatory findings and testicular degeneration. 
The study showed that feedlot bulls submitted to high-energy diet rich in starch presented progressive testicular 
development and weight, however, it resulted in sonographic, histopathologic and andrological alterations. 
Keywords: feedlot, breeder, testicular stroma. 
Palavras-chave: confinamento, reprodutor, estroma testicular. 
 
Introdução 

Pesquisas sobre afecções testiculares e fatores que alteram a qualidade espermática tem fundamental 
importância para a reprodução de diferentes espécies, do homem aos animais (Wisniewski et al., 2015). Estudos 
demonstram que, elevado fornecimento energético em touros pode influenciar o desempenho reprodutivo, por 
deposição de gordura intratesticular (Barth et al., 2008). Trabalhos avaliando arquitetura do estroma testicular 
estão em sua maioria, restritos a avaliação de imagem, não havendo informações histopatológicas testiculares 
sobre patologias (Teixeira et al., 2011; Teixeira et al., 2012). Objetivou-se neste trabalho avaliar 
andrologicamente touros jovens confinados sob dieta hiperenergética, correlacionando os dados do exame 
andrológico à ultrassonografia e histologia testicular. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado sob aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais, da Universidade 
Estadual do Centro-Oeste (CEUA 29/2014). Foram utilizados 40 touros com idade média de 14 ± 1,7 meses, 
provenientes do cruzamento industrial (Angus x Charolês), com peso inicial médio de 341.7 ± 15 kg. A dieta dos 
animais foi composta por silagem de milho reidratado, concentrado proteico (Golden Beef 38%® - Cooperativa 
Agrária) e silagem de milho de planta inteira. Adotou-se critério de sobra de 5% da oferta, garantindo assim um 
consumo ad libitum. As dietas experimentais foram formuladas de acordo com as exigências estimadas pelo 
NRC (2000). Os animais foram confinados por 94 dias e submetidos a quatro avaliações com intervalo de 28 
dias. As avaliações biométricas testiculares foram realizadas de acordo com normas do CBRA (2013). Com 
paquímetro e fita métrica para mensurar a circunferência escrotal (CE), comprimento e largura dos testículos. O 
volume testícular (VT) foi obtido por meio de equações matemáticas (Fields et al., 1979; Bailey et al., 1998; 
Unanian et al., 2000) e o volume testicular total, pela soma dos volumes testículares direito e esquerdo. Para 
avaliação ultrassonográfica utilizou-se aparelho Shenzhen mindray bio medical, com transdutor linear de 6,5 
MHz. Classificando a ecogênicidade segundo metodologia adaptada por Teixeira et al. (2011). No dia anterior ao 
abate, realizou-se a coleta de sêmen em todos os touros com eletroejaculador, os ejaculados foram avaliados em 
volume, motilidade, vigor e concentração espermática por contagem em câmara de Neubauer. Após o abate, os 
testículos foram pesados e fixados em formol 10%, seguindo o processamento histológico. As lâminas foram 
avaliadas por microscopia óptica, sendo analisados 3 campos e avaliada arquitetura histológica dos testículos 
 
Resultados e Discussão 

O peso corporal (PC) seguiu uma tendência esperada, com crescimento progressivo, nos dias 0, 28, 56 e 
84 de confinamento, os animais pesaram 341.7 ± 15 kg, 373.6 ± 18 kg, 408 ± 26 kg e 453.6±30 kg 
respectivamente, indicando que esta alimentação em confinamento, influência positivamente o desenvolvimento 
e corrobora Harstine et al. (2015). A média CE dos animais no D0 (28.44 ± 3.36 cm) foi semelhante à estipulada 
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por Fordyce et al. (2014) para touros criados a pasto, mas abaixo do preconizado pelo CBRA (2013). Ao final do 
confinamento, os animais alcançaram resultado médio de 34.68 ± 8.21 cm, considerado “muito bom” segundo 
CBRA (2013). Da mesma forma, o VT apresentou resultados superiores ao final do confinamento, alcançando 
cerca de 2663.5 ± 1004 mm3 contrastando com o início 677.5 ± 234.7 mm3, valor inferior ao encontrado por Dias 
et al (2007) em nelores criados extensivamente. Na análise espermática observou-se valores inferiores de 
motilidade, vigor, volume ejaculado e concentração espermática, 15.9 ± 26.4%, 0.7 ± 1.2, 5.7 ± 3.3 mL, 348.72 
± 821.6x106 espermatozoides/mL, respectivamente, diferentemente de Monteiro et al. (2011) e Assumpção et al. 
(2013) que descreveram bons resultados em animais da raça nelore com idade semelhante. Nas imagens 
ultrassonográficas, observou-se no D0 e D28, homogeneidade do estroma testicular com mínimas alterações 
ecogênicas. Já no D56, visibilizaram-se imagens predominantemente homogêneas, porém, com de áreas 
hipoecóicas. A partir do D84, encontrou-se animais com heterogenicidade em estroma testicular, com áreas 
hipoecóicas e hiperecóicas, alguns casos com os dois padrões no mesmo testículo, o mesmo padrão não foi 
observado por Cardilli et al. (2012), que apenas descreve alteração ao sexto mês de avaliação. Na análise 
histológica, alterações provenientes de achados inflamatórios agudos, como infiltrados de células inflamatórias, 
alterações na espermatogênese, edema extra e intratubulares foram encontrados. Da mesma forma, achados 
degenerativos caracterizados pela presença de células com núcleos picnóticos, com citoplasmas vacuolizados, 
espessamento da membrana basal, células gigantes multinucleadas no lúmen dos túbulos e atrofia. Tais achados 
correspondem a áreas com alterações de ecotextura e heterogenicidade, no entanto, outros estudos sem 
avaliações histológicas, citam estes achados de heterogenicidade como microlitíase (Jucá et al., 2009; Cardilli et 
al., 2009; Silva et al., 2015).  
 
Conclusão 

O estudo demonstrou que novilhos confinados e submetidos à dieta hiperenergética, rica em amido, 
apresentaram desenvolvimento testicular e ponderal progressivo, contudo, houve aparecimento de patologias e 
alterações espermáticas evidenciadas nas avaliações ultrassonográfica, histopatológica e andrológica. 
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Abstract 
We evaluated the biostimulation and temporary weaning aiming follicular dynamics, conception rate 

and pregnancy rate in Nellore cows. Are used two groups of 75 cows. NESD: control without biostimulation and 
calf at foot and BEDT56: biostimulation and temporary weaning for 56 hours. The interval between the 
beginning of the treatment and emergency surge in days was 3.37 ± 0.50 for NESD and 3,40 ± 0,27 for BEDT56. 
The gap between the implant removal and ovulation in time was 60,85 ± 3,10 (NESD) and 66,75 ± 1,35 
(BEDT56). The larger diameter of the ovulatory follicle of the new follicular wave, cows with a diameter >8,0 
mm, was 12,1 ± 1,0 mm in NESD and BEDT56 15,2 ± 0,7 mm. The conception rate and pregnancy 37,3% 
(28/75) in NESD and 69,3% (52/75) in BEDT56. The association of biostimulation and temporary weaning 
increases follicular development, conception rate and pregnancy rate in Nellore cows. 
Keywords: ovarian dynamics, bull effect, calf removal. 
Palavras-chave: dinâmica ovariana, efeito touro, remoção de bezerro. 
 
Introdução 

Em um sistema de produção de bovinos de corte, a eficiência reprodutiva é o aspecto mais importante 
da atividade, por estar diretamente relacionada ao aumento na taxa de desfrute do rebanho (Ferraz et al., 2008). 
A reprodução entra como um componente de grande importância para um desempenho econômico lucrativo e de 
grande rentabilidade para a pecuária de corte (Xavier PR, 2011) sendo que esta pode ser considerada o principal 
pilar da cadeia produtiva da carne bovina, pois ela produz a matéria-prima dessa indústria, o bezerro. No entanto, 
no Brasil, persistem inúmeros pontos de estrangulamento no processo reprodutivo dos bovinos de corte, tais 
como taxas de gestação, parição e de desmama anuais, sendo consequências de intervalos de partos elevados e 
períodos de serviço pós-parto prolongados (Silva, 2004). Por isso, desenvolveu-se este projeto com o objetivo de 
avaliar pela ultrassonografia o efeito da bioestimulação e do desmame temporário na taxa de concepção e taxa de 
prenhez, de vacas Nelore submetidas a um mesmo protocolo hormonal. 

 
Material e Métodos 

O experimento foi conduzido de agosto de 2015 até julho de 2016 na Fazenda Agropecuária Rotilli, no 
município de Currais, estado do Piauí, Brasil. 

Foram utilizadas após a avaliação clínica ginecológica e clínica andrológica respectivamente, 150 vacas 
da raça Nelore (Bos indicus), com idade entre 5 a 7 anos, multíparas, com escore de condição corporal (ECC) 
entre 2,5 a 3,5 (escala de 1 a 5, segundo Lownman et al., 1976), e quatro rufiões da raça Nelore, com idade de 5 
anos, mantidos nas mesmas condições de manejo e ambiente. 

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, com dois tratamentos com 75 repetições por 
tratamento, constituídos por vacas paridas com bezerro ao pé de 45 a 60 dias, submetidos a protocolos 
hormonais: BEDT56: vacas com protocolo hormonal, bioestimuladas e com desmame de 56 horas. NESD: grupo 
controle, vacas com protocolo hormonais, não estimuladas e com bezerro ao pé. Como bioestimuladores, foram 
utilizados quatro touros na raça Nelore vasectomizados, na proporção de 75 fêmeas para quatro machos.   

Inicialmente as fêmeas foram submetidas ao seguinte protocolo: receberam (D0) um dispositivo 
instravaginal, contendo 1g de progesterona e aplicação de 2mg por via intramuscular (2ml/IM) de benzoato de 
estradiol (BE) e, no sétimo dia (D7), ocorreu a aplicação de 300 UI (1,5ml/IM) de gonadotrofina coriônica 
equina (eCG) e 500 mg (2ml/IM) de cloprostenol sódico (PGF2alfa). No (D8), foram retirados os dispositivos 
intravaginais. Após 24 horas, ou seja no nono dia do experimento (D9), foi aplicado por via IM, 1,0 mg 
(1ml/IM) de BE, e após trinta e duas horas (D10) foi procedido a inseminação artificial em tempo fixo (IATF) 
em todas as vacas.  

O diagnóstico de gestação foi procedido 40 dias após a inseminação com auxílio da ultrassonografia, 
Aparelho Sonovet R3®, equipado com transdutor retal de frequência de 7,5 MHz. O projeto foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa-UFPI, sob o protocolo número 017/14. 
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Resultados e Discussão 
Os animais do grupo NESD e BEDT56, apresentaram regressão folicular após os tratamentos com 

progesterona e estradiol. Nos dois tratamentos, observou-se 100% de regressão dos folículos presentes no início 
do tratamento em diferentes estádios de desenvolvimento (Tab.1). 

A taxa de prenhez e o número de serviços por concepção diferiram entre os tratamentos BEDT56 e 
NESD (Tabela 2). As vacas do tratamento BEDT56 apresentaram maiores taxas de prenhez que o tratamento 
NESD (Tabela 2). Em relação ao número de serviços por concepção, o tratamento BEDT56 apresentou menor 
valor que o tratamento NESD (Tabela 2). 

 
Tabela 1. Dinâmica folicular durante o tratamento com progesterona associado ao estrógeno para sincronização 
da onda de crescimento folicular e da ovulação em vacas Nelore em pós-parto de 30 a 45 dia. Currais-PI 2016. 

Variáveis analisadas BEDT56 NESD 
Intervalo entre o início do tratamento e o início da onda de 
crescimento folicular (dias) 

  3,40 ± 0,27a   3,27 ± 0,50a 

Intervalo entre a retirada do implante até a ovulação (horas) 66,75 ± 1,35b 60,85 ± 3,10a 
Intervalo entre a 2a aplicação de BE2/ovulação (horas) 42,75 ± 1,35b 36,85 ± 3,10a 
Diâmetro maior atingido pelo folículo dominante (mm)   15,2 ± 0,7a   12,1 ± 1,0b 
Taxa de crescimento do folículo dominante (mm/dia)     1,1 ± 0,2a     1,1 ± 0,3a 
Taxa de crescimento folículo subordinado (mm/dia)     0,5 ± 0,1a     0,5 ± 0,1a 
Taxa de crescimento do folículo dominante após retirada do implante 
até ovulação (mm/dia) 

    1,3 ± 0,2a     1,0 ± 0,2a 

Diâmetro maior do folículo no D9 (mm)   14,6 ± 0,6a   12,1 ± 1,0a 
BEDT56 (Bioestimulção com desmame temporário de 56h); NESD (Não estimuladas e sem desmame 
temporário). Médias seguidas por letras minúsculas distintas na mesma linha diferem entre si estatisticamente 
pelo teste t – Student a 5% (P < 0,05). 
 
Tabela 2. Taxa de ovulação, taxa de prenhez e n° de serviços por concepção dos tratamentos BEDT56 E NESD 
em vacas Nelore em pós-parto de 30 a 45 dias. Currais, 2016. 

Variáveis analisadas BEDT56 NESD 
Taxa de ovulção (%) 100 (8/8)a 87,5 (7/8)a 
Taxa de prenhez (%) 69.3 (52/75)a 37,3 (28/75)b 
N° de Serviço por Concepção 1,44 (52/75) a 2,68 (28/75)c 

Valores percentuais seguidos por letras minúsculas distintas na mesma linha diferem (P < 0,05) entre si pelo 
teste do qui-quadrado. 
 

A associação do benzoato de estradiol à progesterona foi eficiente em promover a atresia dos folículos 
presentes no início do tratamento e sincronizar a emergência de uma nova onda de crescimento folicular (Rhodes 
et al., 1999).  

O tratamento BEDT56 apresentou uma menor assincronia entre as ovulações quando comparado ao 
NESD. Stevenson et al. (1994) descrevem que a ação da mamada inibe a pulsatilidade da liberação do GnRH e 
consequentemente a supressão de LH, como observado no NESD que estavam com as fêmeas sobre efeito da 
mamada, esta supressão pode ter ocorrido contribuindo para a maior dispersão das ovulações neste grupo. 

Webb et al. (2004) relataram a ocorrência de efeitos positivos na taxa de manifestação de estro pós-
parto, sincronização de estro e taxa de prenhez, com relação à bioestimulação e desmame, efeitos bem evidentes 
foram observados nos animais do grupo da bioestimulação + desmame gerando folículos de maior diâmetro, 
consequentemente corpos lúteos maiores com grande capacidade de produção de progesterona, contribuindo para 
uma melhor manutenção da gestação. 

Técnica de manejo que associem desmame temporário e bioestimulação, proporcionam maior atividade 
ovariana, induzem ovulações precoces elevando a taxa de prenhez, quando comparadas ao manejo tradicional 
com bezerro ao pé.  

 
Consideração final 

A associação da bioestimulação e o desmame temporário aumenta o desenvolvimento folicular, a taxa 
de concepção e de prenhez em vacas de corte, sendo viável economicamente, por reduzir o número de doses de 
sêmen por prenhez. 
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Abstract 

Objective to evaluate the effect of captopril in vitro production of bovine embryos. 472 COCs were used 
from abattoir ovaries, which were screened, sorted and selected in grades I and II, and submitted to the PIV 
process. The IVM treatments were added in the following concentrations: T1 - control; T2 - 5 mM of captopril; 
T3 - 10 uM of captopril; and T4 - 15 captopril uM, the COCs were subjected to IVM, IVF CIV. The results show 
that there was no statistically significant difference (P > 0.05) between treatments during maturation. The 
variables studied were cleavage and blastocyst rates. The captopril supplementation did not improve (P > 0.05) 
G1 cleavage rate - 61.84%; G2 - 71.00%; G3 - 68.87%; and G4 - 56.90%. Supplementation of 20μM of 
captopril influenced the amount of viable embryos. 
Keywords: bovine, captopril, embryos.  
Palavras-chave: bovino, captopril, embryos. 
 
Introdução 

A PIV é uma excelente ferramenta para pesquisa de fenômenos biológicos que ocorrem durante a 
maturação, fecundação e cultivo in vitro de oócitos, capacitação espermática e eventos relacionados ao início do 
desenvolvimento embrionário na fase de pré-implantação (Gonçalves, et al., 2007). Pesquisas conduzidas na 
Universidade Federal do Piauí têm demonstrado o envolvimento das angiotensinas na ovulação, maturação 
oocitária e esteroidogênese (Feitosa, 2014), principalmente a ANG II e ANG (1,7). 

Estudos indicaram a presença da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) biologicamente ativa na 
superfície das células da granulosa, e relatam que 94-100% dos folículos em desenvolvimento e 89-96% dos 
folículos atrésicos continham altos níveis de ECA, o que sugere um possível papel desta enzima nos estágios 
iniciais de desenvolvimento folicular e atresia (Daud et al., 1990).  

O objetivo deste experimento foi verificar a influência do inibidor de ECA, Captopril, na produção in 
vitro de embriões bovinos. 
 
Material e Métodos 

Os ovários foram coletados em abatedouro e transportados em solução fisiológica 0,9% a 37ºC, ao 
laboratório, onde foram lavados em mesma solução e temperatura. No laboratório, os ovários foram aspirados, 
dos quais foram recuperados os complexos cumulus-oócitos (CCOs) por aspiração dos folículos que mediam 
entre 2 a 6 mm, utilizando agulha descartáveis de 21G, acoplado a seringa de 10 mL. O conteúdo do aspirado 
folicular, após 20 minutos de sedimentação, foi depositado em uma placa de Petri para rastreamento e seleção de 
acordo com a qualidade morfológica em Graus I, II, III e IV (Leidfried; First, 1979).  

Foram utilizados 472 oócitos (Grau I e II), os tratamentos foram adicionados a MIV, nas seguintes 
concentrações: T1 - controle; T2 - 5 µM de captopril; T3 - 10 µM de captopril; e T4 - 15 µM de captopril. Foram 
realizados 12 repetições e utilizados 20 a 30 oócitos por tratamento. 

Os CCOs selecionados foram submetidos MIV, FIV a CIV, em estufa com atmosfera de 5% de CO2 em 
ar, a 38,5ºC. 

As taxas de maturação dos CCOs, de clivagem e de blastócitos, foram avaliadas pelo teste não-
paramétrico de Qui-Quadrado (χ2), e a comparação das medias pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), ao 
nível de 5% de probabilidade. Os dados foram avaliados pelo programa ASSISTAT Versão 7.7. beta (pt). 
 

Resultados e Discussões 
No presente estudo, a taxa de clivagem (Tab. 1) não sofreu influência da introdução do captopril ao 

meio de maturação nos grupos experimentais. Mas, ao analisar e comparar os dados encontrados nesta pesquisa, 
se observa que foram muito próximos de outros pesquisadores que trabalharam com adição de suplementação do 
meio de maturação in vitro que foi 60,93 a 71,94% para suplementação do meio MIV com FGF10 (Pinto, 2012)  
e 54,0 e 84,0% para adição de  soro de vaca em estro e células da granulosa, respectivamente (Coelho et al., 
1998) e dos 69,11 e 70,31% quando se adicionou oócitos desnudos ao meio de maturação (Arruda, 2010) e 
superiores aos encontrados por Mota (2013) quando acrescentou ao meio de maturação 100 µM de melatonina. 

A taxa de clivagem é resultante de uma completa maturação oocitária e da qualidade espermática 
utilizada na FIV. As diferenças existentes entre touros são manifestadas tanto na capacidade de fecundação como 
no desenvolvimento. Segundo Coelho et al. (1980), para cada sêmen de reprodutor utilizado no sistema PIV, 
deve-se ajustar a concentração espermática e a dosagem de heparina com a finalidade de maximizar a capacidade 
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fecundante e competência de desenvolvimento embrionário. Fatos estes, que foram observados nesta pesquisa. 
 Em relação ao total de embriões viáveis (Tab. 1), também não se observou diferenças significativas 

entre os grupos, quando se correlaciona o número de embriões viáveis com o número de CCOs em FIV. 
Entretanto, quando comparamos o número de embriões viáveis com a quantidade de estruturas que clivaram 
observa-se melhor resultado no grupo com 20 µM de captopril no meio de MIV (P < 0,05). 
 
Tabela 1. Taxa de clivagem e número total de embriões viáveis em meio suplementado com captopril 

Grupos TCLIV (%) TEV(%) TEV/TCLIV(%) 
0 µM 61,05ª (58/95) 31,57ª (30/95) 51,72ª (30/58) 
05 µM 70,94ª (83/117) 41,02ª (48/117) 57,83ª (48/83) 
10 µM 64,29ª (81/126) 42,06ª (53/126) 65,43ª (53/81) 
20 µM 58,21ª (78/134) 42,27ª (62/134) 79,48b(62/78) 

*Médias, seguidas da mesma letra minúscula na mesma coluna não difere entre si pelo teste de SNK (P < 0,05). 
TCLIV=Taxa de clivagem; TEV=Total de embriões viáveis 
 

O desenvolvimento embrionário envolve eventos variados, ativação do genoma embrionário, mitoses e 
alterações na ultraestrutura das células e do próprio embrião (Rizos, et al., 2002), desta forma, embora o 
desenvolvimento embrionário seja fruto de uma maturação eficiente não se pode creditar por completo o 
aumento de embriões viáveis a adição de 20 µM de captopril ao meio MIV. Até mesmo porque ao se analisar o 
estádio de desenvolvimento embrionário não se observa, neste experimento, diferença estatística intra ou entre os 
tratamentos experimentais (Tab. 2). 
 
Tabela 2. Taxa de desenvolvimento de embriões viáveis maturados in vitro em meio suplementado com 
captopril.  
GRUPOS %MC %BI %BL %BX 
0 µM 43,2ª (16/37) 8,1a(3/37) 18,9a(7/37) 29,7ª (11/37) 
05 µM 56,3ª (27/48) 4,2a (2/48) 4,2a(2/48) 35,4ª (17/48) 
10 µM 50,9ª (27/53) 0,0 13,2a(7/53) 35,8ª (19/53) 
20 µM 56,5ª (35/62) 3,2a (2/62) 8,1a(5/62) 32,3ª (20/62) 

*Médias, seguidas da mesma letra minúscula na mesma coluna não difere entre si pelo teste de SNK (P < 0,05). 
 
Conclusões 

A suplementação de captopril no meio MIV não interfere no estádio de desenvolvimento embrionário, 
entretanto pode influenciar a taxa de embriões viáveis, após cultivo in vitro. Sinalizando para um outro 
mecanismo de ação que não seja a inibição da ECA pelo captopril. 
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Caracterização da dinâmica folicular e ovulação de vacas mestiças na região norte do 
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Abstract 
Knowing the follicular dynamics and predicting the time of ovulation is fundamental to the success of 

breeding programs that use reproductive biotechnologies. The objective of this study was to characterize the 
follicular dynamics of crossbred cows reared in the northern region of the Ceará state, Brazil, identifying the 
moment of ovulation and correlating the time of ovulation with the rectal temperature. According to the data 
obtained, there was a time difference on the onset of estrus and ovulation period between the cycles analyzed in 
the dry season (≈27 hours) and the rainy months (≈33 hours). In addition, rectal temperature tends to decrease 
as ovulation approaches. These data show the importance of knowing the pattern of follicular dynamics to 
improve the pregnancy rate of herds in different conditions. 
Keywords: ovulation, cow, follicle. 
Palavras-chave: ovulação, vaca, folículo. 
 
Introdução 

O sucesso na produção de leite depende diretamente de uma máxima eficiência reprodutiva do rebanho. 
Desta forma busca-se uma redução no intervalo entre partos com a finalidade de se produzir um bezerro por vaca 
por ano (Hamudikuwanda et. al., 1987). Para que isso ocorra é importante que a vaca apresente nova gestação 
tão logo seu trato reprodutivo esteja apto a receber o novo embrião. As taxas de gestação são influenciadas por 
vários fatores (Alves et. al., 2009; Bilby et. al., 2009; Nobrega et. al., 2011; Cruz et. al., 2011) que interferem na 
ovulação, fecundação e implantação do embrião no endométrio. Assim, torna-se fundamental conhecer a 
dinâmica folicular para prever o momento da ovulação e com isso depositar o sêmen no trato reprodutivo da 
fêmea no momento correto para que haja capacitação espermática e posterior fertilização do óvulo em tempo 
hábil. A dinâmica folicular é variável de acordo com a espécie e com a raça, além de sofrer influência de fatores 
climáticos. O diâmetro folicular (Figueiredo et. al., 1995) e área luteal (Pathiraja et. al. 1986) de vacas zebuínas 
se mostraram menores em relação a vacas de raças europeias. Foi observada ainda variação sazonal na dinâmica 
folicular de vacas zebuínas, sugerindo menor eficiência reprodutiva em dias mais curtos (Randel, 1994). 
Segundo Zeitoun et al. (1996), as estações do ano não interferem na dinâmica folicular o que sugere que as 
variações observadas podem ter sido influenciadas pela nutrição (Randel, 1994). Estudos sobre a dinâmica 
folicular de vacas mestiças criadas em condições específicas do semiárido são escassos tornando-se necessário o 
conhecimento do padrão reprodutivo desses animais para o sucesso na reprodução e produção nessa região. 
Assim, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar a dinâmica folicular de vacas mestiças criadas sob 
condições características do semiárido, mensurando o diâmetro do folículo ovulatório e identificando a formação 
do corpo lúteo e o tempo decorrido entre a detecção de cio e a ovulação de vacas mestiças criadas no semiárido.  
 
Material e Métodos 

Foram utilizadas 15 fêmeas bovinas mestiças (zebu x europeu) multíparas, não lactantes e com escore 
corporal entre 3 e 4 (Ferreira, 1990), criadas sob sistema extensivo em piquetes de braquiária com acesso livre a 
sal mineral e água de boa qualidade. Todos os animais foram previamente submetidos a exame ginecológico, 
utilizando-se aqueles sem alteração clínica ou reprodutiva e que apresentavam ciclos reprodutivos regulares 
segundo observação prévia de dois ciclos estrais. A observação de cio foi realizada diariamente, 3 vezes por dia 
por 1 hora (de 7h às 8h, de 12h a 13h e de 17h às 18h). Após a observação do comportamento de cio foi 
realizado exame ultrassonográfico com equipamento portátil de uso veterinário (Mindray DP2200) e sonda retal 
linear com frequência de 5 Mhz a cada 6 horas até o momento da ovulação (caracterizado pelo intervalo médio 
entre a última avaliação em que o folículo esteve presente até o seu desaparecimento e posterior formação de 
tecido luteal). A avaliação da dinâmica folicular foi realizada por um único operador que registrou os diâmetros 
máximos do maior e do segundo maior folículo presente em cada ovário (Rhodes et al., 1995). Após esse período 
os animais foram monitorados diariamente por ultrassonografia para identificação do corpo lúteo. Foram 
utilizados os dados de pluviosidade oficiais da Fundação Cearense de Meteorologia e Recursos Hídricos 
(FUNCEME).  
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Resultados e discussão 
De acordo com os dados obtidos podemos verificar que há uma queda na temperatura retal do início das 

manifestações de estro até a ovulação. O momento da ovulação diferiu entre os dados analisados em diferentes 
épocas do ano. Na primeira etapa (estação seca) a ovulação ocorreu precocemente (entre 24 e 30 horas após o 
estro) em 80% das vacas avaliadas, enquanto que na segunda etapa (estação chuvosa) a maioria das vacas (80%) 
ovulou entre 30 e 36 horas após manifestação de estro. Esses resultados mostram que o tempo entre a detecção 
visual de cio e a ovulação foram maiores que aquele observado por Nelson et al. (2016) onde se verificou a 
ovulação após 21 horas da detecção do estro em vacas. Isso confirma a importância de se conhecer o padrão de 
ovulação de vacas criadas sob condições diferentes. Com esses resultados preliminares sugere-se aumentar as 
repetições em cada época do ano analisada para consolidar os resultados. 
 
Consideração final 

A partir do exposto conclui-se que existe uma variação no momento da ovulação a partir da detecção do 
estro em vacas criadas no semiárido nordestino. Assim, é imprescindível que os protocolos de reprodução 
assistida utilizados em fazendas dessa região levem em consideração essas diferenças a fim de obter resultados 
mais positivos no que diz respeito a prenhes do rebanho e consequentemente a produção de leite da propriedade. 
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Abstract 

The beef cattle industry in Brazil is characterized as an activity that goes through a period of growth. 
The experiment was conducted at the Center of Animal Reproduction Biotechnology (CEBRAN-UFPA), in the 
municipality of Castanhal, Pará State. The herd consisted of 24 crossbred cows with body condition score 
ranging between 2.5 and 3, 5, divided randomly into 2 groups (G1 and G2) which were managed with different 
protocols. G1 (D0-Be+P4 implant; D7-Pgf2; D9-measurement of the largest follicle + CE + eCG; D11- new 
measurement of FD and D15- verification of the presence or absence of CL and its measurement) G2 (D0-Be + 
P4 implant, removal of implant D8 + FSH; D9- BE; D10-measurement of FD; D14- verification of the presence 
of CL). In the present study was not observed statistical difference for the size of follicular diameter at the 
moment of TAIF and CL formed in different synchronization protocols. 
Keywords: foliclle, corpusluteum, diameter. 
 
Introdução 

A pecuária de corte no Brasil caracteriza-se como uma atividade que atravessa um período de 
crescimento significativo, principalmente devido a crescente demanda mundial por proteínas de origem animal e 
pela dificuldade dos países concorrentes no mercado externo, em aumentarem seu rebanho bovino, levando a 
uma maior exportação, associada à maior competitividade do Brasil em termos de efetivo bovino e o preço no 
mercado internacional, destacando o agronegócio brasileiro.  

De forma geral a pecuária de corte brasileira ainda é uma atividade de produtividade reduzida, a 
exemplo disso, em 2014, o país apresentou o maior abate anual de bovinos, no entanto, com uma taxa de desfrute 
de 20,3%, relativamente baixa quando comparada à países como Estados Unidos, Austrália e Argentina, cujas 
taxas são de 35,5%, 33,0% e 27%, respectivamente (Scot Consultoria, 2015). Entre os principais fatores para a 
reduzida produtividade no país destaca-se, a baixa eficiência reprodutiva dos rebanhos, forçando o pecuarista a 
buscar novas tecnologias que melhorem os índices reprodutivos (Restle et al., 2002). Nesse sentido tem-se nos 
últimos anos pesquisado e avaliado a viabilidade econômica de várias alternativas de manejo, que visem à 
melhora na eficiência reprodutiva do rebanho.  

Biotécnicas reprodutivas, tais como, Inseminação Artificial (IA) e Inseminação Artificial em Tempo 
Fixo (IATF), são métodos de boa eficácia na aceleração do melhoramento genético de um rebanho, entretanto, 
diversos fatores podem influenciar programas de sincronização da ovulação para IATF em fêmeas bovinas, 
dentre esses fatores, o tamanho do folículo dominante no momento da IA e a ocorrência do estro mais 
característico após o protocolo de sincronização, tem sido relacionados uma resposta positiva aos protocolos 
(Bridges et al., 2010). 

O objetivo do presente experimento foi comparar os diâmetros do folículo dominante, no momento da 
IATF, e do corpo lúteo formado em diferentes protocolos de sincronização da ovulação em vacas mestiças. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado na Central de Biotecnologia de Reprodução Animal (CEBRAN-UFPA), 
localizada no município de Castanhal, Estado do Pará. O rebanho foi constituído por 24 fêmeas bovinas 
mestiças, com escore de condição corporal variando entre 2,5 e 3,5, divididas de modo aleatório em 2 grupos 
(G1 e G2), os quais foram manejados com protocolos distintos. Os animais foram mantidos em regime de 
estabulação com alimento e água a vontade. As fêmeas do grupo G1 foram submetidas ao implante intravaginal 
de progesterona (1g, PRIME® - TECNOPEC) e a aplicação de 2 mg de Benzoato de Estradiol (RIC BE® - 
TECNOPEC) no D0. No D7 foi feito a aplicação da 0,15 mg prostaglandina (Prolise® - TECNOPEC), e no D9 
foi realizada a retirada do implante e a mensuração do maior folículo identificado (FD). Além disso, foi efetuada 
a aplicação de 0,6 mg Cipionato de Estradiol (ECP® - Pfizer Saúde Animal) e 300 UI de eCG (Novormon® - 
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ZOETIS). No D11, momento que seria feita a IATF, foi realizada uma nova mensuração do FD e no D15 
realizou-se a verificação da presença ou não do CL e sua mensuração. Nas fêmeas do grupo G2 foi utilizado o 
implante intravaginal de progesterona (1g; PRIME® - TECNOPEC) e 2 mg de Benzoato de Estradiol (RIC BE® - 
TECNOPEC) no D0, no D8 foi feito a retirada do implante e a mensuração do maior folículo (FD) identificado, 
também a aplicação de 10 mg de FSH (Folltropin® - TECNOPEC). No D9 foi realizada a aplicação de 1 mg 
Benzoato de Estradiol (RIC BE® - TECNOPEC). No D10, momento que seria feita a IATF, realizou-se uma 
nova mensuração do FD e no D14 realizou-se a verificação da presença ou não do CL e sua mensuração.  

O diâmetro do FD presente em cada momento descrito foi identificado, mensurado e categorizado em 
<7,5 mm ou >7,5 mm. Os ovários foram examinados com o auxílio de um aparelho de ultrassonografia (DP-
2200 VET – Mindray) e sonda de 5 MHz. 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com 8 repetições, sendo 2 blocos e 
12 repetições por bloco. As médias foram analisadas por análise de variância (ANOVA), sendo comparadas pelo 
teste de Tukey com 5% de probabilidade. 
 
Resultados e Discussão 

As médias do diâmetro do FD (11,23 mm e 11,10 mm) não foram diferentes entre os dois grupos 
avaliados (G1 e G2, respectivamente) (Tabela 1). Em trabalho realizado por Sá Filho (2012) verificou-se taxa de 
ovulação de 95,8% para folículos acima de 11 mm no momento da IATF, e para folículos menores de 73,9%. 
Este mesmo autor relatou ainda, que o diâmetro do folículo esta relacionado diretamente com sua capacidade 
ovulatória, com isso vacas com um folículo pequeno tendem há não ovular e, quando ovulam, geram um óvulo 
de qualidade inferior e um CL pequeno, mantendo uma taxa de P4 abaixo dos níveis ideais, que muitas vezes não 
mantêm a prenhez.  

A ovulação de folículos pequenos em vacas em anestro tende a ter menor taxa de ovulação e 
conseqüentemente menor diâmetro de CL (Burke et al., 2001). Semelhante ao que foi encontrado no presente 
trabalho, onde quanto maior o diâmetro do FD, maior também o diâmetro do CL. 
 
Tabela 1. Comparação entre os diâmetros do FD e do corpo lúteo formado. 

 Diâmetro do FD no momento da IATF  e do corpo lúteo 
 FD (mm) CL (cm) 
G1    11,23  4,1a 1,49  0,2b 
G2 11,10  4a 1,41  0,3b 

 
Conclusão 

Não houve diferença estatística para o diâmetro do folículo dominante no momento da IATF e do corpo 
lúteo formado nos diferentes protocolos de sincronização. Em ambos os protocolos tanto o diâmetro folicular no 
momento da IATF quanto o diâmetro do corpo lúteo formado foram satisfatórios.  
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Abstract 

Seminal plasma is a fluid with essential role in sperm functions in vivo, from ejaculation to fertilization. 
Among the hormones present in this medium, insulin stands out, due to its key role in the structure and motility, 
favoring fertilization. Insulin acts as preservation factor not able sperm and may be the crux of sperm 
preservation when using cryogenic processes. This study aimed to evaluate the metabolic and structural 
condition of bovine sperm cells after freezing using extenders plus different types of insulin and different types of 
egg yolk. Our results showed that sperm motility was not affected by treatments used (insulin and yolk). In 
conclusion, the type of egg yolk, the paw (Anas platyrhynchos), increased the viability of cryopreserved sperm 
cells, regardless of the type of insulin used. 
Keywords: spermatozoon, freezing, motility. 
Palavras-chave: espermatozóide, congelamento, motilidade. 
 
Introdução 

O plasma seminal é um fluido com papel essencial para as funções espermáticas in vivo, desde a 
ejaculação até a fecundação. Dentre os hormônios presentes neste meio, destaca-se a insulina, por apresentar 
papel primordial na estrutura e motilidade espermática, favorecendo a fecundação (Tena-Sempere e Barreiro, 
2002). Segundo van Tilburg et al. (2008), a insulina atua como fator de preservação do estado não capacitado, 
podendo, desta forma, ser ponto crucial da preservação espermática quando se utiliza processos criogênicos. 
Além disso, a capacidade autônoma do espermatozoide de liberar insulina sugere que ele, por meio de um 
circuito de alça curta autócrina, pode fornecer o recrutamento de substratos energéticos, de acordo com as suas 
necessidades metabólicas (Andò e Aquila, 2005). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a condição 
metabólica e estrutural da célula espermática bovina após a congelação utilizando meios diluidores acrescidos de 
diferentes tipos de insulina e diferentes tipos de gema de ovo. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado na Fazenda Jataí no município de Itapecuru Mirim - MA e no Núcleo de 
Bovinos da Universidade Estadual do Maranhão campus São Luís - MA, sendo utilizados 4 touros da raça 
Nelore e 2 da raça Gir com médias de 42 meses e 500 kg selecionados como aptos a reprodução, segundo CBRA 
(1998). As coletas de sêmen foram realizadas por eletroejaculação. As análises laboratoriais ocorreram no 
Laboratório de Reprodução Animal da Escola de Medicina Veterinária – UEMA, São Luís-MA. Neste trabalho 
foram criopreservados apenas um ejaculado por touro o qual apresentou motilidade igual ou superior a 65% de 
motilidade total e vigor mínimo de 3 (escala de 1-5). Assim, minimizando-se a influência do ejaculado, blocando 
o efeito do touro, sendo que o mesmo foi avaliado quanto ao volume, concentração, motilidade, vigor e 
morfologia espermática utilizando microscopia óptica (Microscópio modelo XSZ-107, Coleman). Utilizou-se o 
diluidor NAGASE, preparado com gema de ovo de galinha e de pata, para a congelação do sêmen. Após a 
avaliação da motilidade e vigor das amostras, o ejaculado de cada animal foi dividido em seis alíquotas, de 
mesmo volume, ficando três alíquotas para cada diluidor (GEMA DE OVO DE GALINHA e PATA) utilizando-
se para cada uma delas um tipo de insulina (NPH ou REGULAR) na concentração de 500uUI/mL, atingindo 
uma concentração de 50 x 106 sptzs/mL. Os tubos contendo as seis alíquotas de sêmen diluído, foram envasadas 
em palhetas de 0,5 mL (25x106 sptzs/palheta). A criopreservação foi realizada com o sistema programável 
(TK3000), utilizando a curva P1S2 (queda positiva de 0,5ºC/min). Para avaliação do sêmen criopreservado 
foram realizados os seguintes testes funcionais: teste de termo resistência rápido (TTR), teste hiposmótico 
(HOST) e Azul de tripan/Giemsa (Feliciano Silva, 1998). 
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Resultados e Discussão 
A motilidade espermática não foi afetada pelos tratamentos (GEMA e INSULINA) (P > 0,05; Tab. 1).  

 
Tabela 1. Efeito da adição do tipo de insulina e do tipo de gema de ovo no meio extensor sobre a motilidade 
espermática. 

Momentos de avaliação Teste de termo resistência 
Tempo 0 Tempo 10 Tempo 20 Tempo 30 

Gema de Galinha 
Controle 37,50 ± 11,73 25,83 ± 10,68 10,00 ± 7,00 7,00 ± 9,59 
Insulina NPH 26,67 ± 7,53 15,00 ± 7,75 10,83 ± 7,36 4,67 ± 5,47 
Insulina regular 25,00 ± 12,25 20,00 ± 13,42 8,67 ± 11,43 1,67 ± 4,08 

Gema de Pata 
Controle 31,67 ± 11,69 20,83 ± 7,36 12,50 ± 4,18 7,50 ± 6,12 
insulina NPH 30,00 ± 6,32 17,50 ± 10,37 10,00 ± 8,94 5,83 ± 8,01 
Insulina Regular 27,50 ± 11,81 15,83 ± 11,09 4,17 ± 4,79 2,50 ± 2,50 

Não houve diferença entre os tratamentos pelo teste de Friedman. Cada insulina foi adicionada na concentração de 
500uUI/mL. 
 

A capacidade autônoma do espermatozoide de liberar insulina sugere que ele pode fornecer o 
recrutamento de substratos energéticos, de acordo com as suas necessidades metabólicas (Andò e Aquila, 2005). 
No entanto, segundo os dados aqui apresentados, o tipo de gema de ovo teve efeito direto na integridade da 
membrana plasmática, segundo avaliação do HOST (Fig. 1). Onde a gema de ovo de pata apresentou melhor 
resultado. Nesta avaliação se pode verificar menor resposta da insulina REGULAR na manutenção da 
integridade da membrana. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Porcentagem de células íntegras segundo o teste hiposmótico. G: gema de galinha. P: gema de pata. 
(média ± erro padrão). 
 

Os resultados da integridade da membrana acrossomal estão apresentados na tabela 2. 
 
Tabela 2: Efeito da adição do tipo de insulina e do tipo de gema de ovo no meio extensor sobre motilidade 
espermática. 

Momentos de avaliação Giemsa/Azul de TRIPAM 
VCA VSA MCA MSA 

Gema de Galinha 
Controle 3,67 ± 3,14 0,17 ± 0,41 90,67 ± 5,99 5,50 ± 4,23 
Insulina NPH 9,33 ± 10,37 0,17 ± 0,41 83,17 ± 6,49 7,33 ± 4,59 
Insulina Regular 7,83 ± 5,12 2,00 ± 3,03 83,50 ± 8,29 6,67 ± 3,20 

Gema de Pata 
Controle 9,17 ± 3,19 0,00 ± 0,00 84,83 ± 5,46 4,50 ± 5,68 
Insulina NPH 5,17 ± 6,34 0,00 ± 0,00 87,83 ± 4,49 7,00 ± 4,69 
Insulina Regular 7,17 ± 5,46 0,33 ± 0,82 87,50 ± 4,64 4,83 ± 2,79 

VCA: vivos com acrossoma; VSA: vivos sem acrossoma; MCA: mortos com acrossoma e MSA: mortos sem 
acrossoma. Médias comparadas pelo teste t studant. Não houve diferença (P > 0,05) entre os tratamentos quando 
analisados dentro de cada categoria, havendo diferença (P < 0,05) apenas dentro de tratamento. 
 
Conclusões 
Podemos concluir nesse estudo que o tipo de gema de ovo utilizada, o de pata (Anas platyrhynchos), aumentou a 
viabilidade das células espermáticas criopreservadas, independente do tipo de insulina utilizada. 
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Efeito da categoria vaca ou novilha na qualidade dos complexos cumulus-oócito (CCOs) 
de fêmeas da raça Girolando 

Effect of cow or heifer category on the quality of cumulus-oocyte complexes (COCs) from Girolando females 
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Abstract 

This study had the objective of evaluate the quality and the proportion of COCs collected by follicular 
aspiration Girolanda females. Eight cows and ten heifers were submitted in four OPU sessions with an interval 
of 15 days. The heifer category provides a larger amount of recovered structures (GIII and AT / DG) compared 
to cows, but cows had higher amount of GII. 
Keywords: CCOs, Girolando, OPU. 
Palavras-chave: CCOs, Girolando, OPU. 
 
Introdução 

A Ovum Pick-up (OPU) é uma das etapas do processo de Produção in vitro de embriões, sendo crucial 
para a obtenção de estruturas para biotécnicas reprodutivas visando um maior número de descendentes num 
período de tempo curto. Vacas e novilhas têm sido alvo de várias pesquisas, para que o aproveitamento mais 
racional de seus gametas seja possível. Segundo Hafez (2000), a fêmea bovina possui, aproximadamente 70.000 
oócitos em seus ovários, que podem gerar perto de 0,01% de produtos viáveis, ou seja, um número próximo a 
dez descendentes em sua vida reprodutiva. O objetivo deste experimento consiste na avaliação dos complexos 
cúmulos-oócito (CCOs) obtidos por fêmeas da raça Girolando.  
 
Material e Métodos 

Foram utilizadas novilhas (n = 10) e vacas (n = 8) pertencentes ao Núcleo de Ruminantes - UEMA. 
Foram realizadas quatro sessões de aspiração folicular (OPU) a intervalos de 15 dias. As doadoras foram 
contidas para a realização da OPU utilizando um aparelho de ultrassom (Chison, 9300VET), com transdutor 
convexo de 5,0 MHz acoplado a uma guia de aspiração transvaginal (WTA Ltda., Brasil). As aspirações foram 
realizadas introduzindo a guia de aspiração na vagina e, com o auxílio da manipulação transretal, os ovários 
foram posicionados na linha de punção indicada no ultrassom, os folículos acima de 2 mm sendo puncionados e 
aspirados. O material aspirado foi encaminhado para Laboratório de Reprodução Animal (UEMA) e transferido 
para um filtro de coleta de embriões (Nutricell®). Os CCOs foram transferidos para placas e classificados de 
acordo com a qualidade morfológica, conforme Leibfried e First (1979), apenas os CCOs (GI, II e III) foram 
considerados viáveis. Os dados para as variáveis estudadas foram comparados pelo teste do χ2, para P <0,05.  
 
Resultados e Discussão 

Das quatro sessões de OPU, foram recuperados 778 CCOs totais (458 CCOs novilhas e 320 CCOs 
vacas) e 732 CCOs viáveis (427 CCOs novilhas e 305 CCOs vacas) das fêmeas doadoras. 

O efeito da categoria (novilha e vaca) e número total de estruturas recuperadas por OPU são 
apresentados na Tabela 1. As novilhas foram superiores (P < 0,05) em relação as vacas quanto ao número de 
CCOs totais e viáveis. 

Estes achados diferem aos relatados por Rizos et al. (2005), que observou a superioridade das novilhas 
dividindo-as em três grupos: 12-18, 19-24 e 25-30 meses obtendo, respectivamente, 708, 804 e 682 CCOs totais.  

Neste sentido, fêmeas mais novas apresentam maior população folicular quando comparada com vacas, 
no entanto, os animais pré-púberes têm mostrado reduzida competência de seus oócitos para chegar até 
blastocisto (Revel et al., 1995). 

A maior proporção de CCOs totais nem sempre corresponde em maiores taxas de blastocistos, visto que 
Rizos et al. (2005), observou que os oócitos das vacas mestiças foram mais competentes na produção de embrião 
em relação as novilhas mestiças. 

O efeito das categorias sobre a proporção de recuperação baseada na qualidade oocitária são 
apresentados na Tabela 2. Não houve diferença significativa quanto a proporção grau I entre as categorias. As 
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vacas foram superiores (P < 0,05) na proporção GII quando comparadas às novilhas. Porém, as novilhas 
apresentaram melhores proporções em GIII e atrésicos e/ou degenerados. Não houve diferença significativa para 
proporção GIV entre as categorias. 

Ramos et al. (2006), obtiveram 55 CCOs de GI ao aspirar vacas da raça Gir sem estimulação hormonal. 
Os CCOs GI possuem maior capacidade de clivagem na produção in vitro (Seneda et al., 2003).  

Independentemente da sua origem (vaca ou novilha), os CCOs de boa qualidade apresentam várias 
camadas de células do cumulus completas e compactas, citoplasma homogêneo e finamente granulado (Blondin 
et al. 1995).  
 
Tabela 1. Número total de estruturas recuperadas por OPU. 

Estruturas 
recuperadas 

Categorias 
Novilhas Vacas 

n % n % 
Totais 458 58,8A 320 41,2B 

Viáveis 427 58,3A 305 41,7B 
A, B letras desiguais na linha diferem estatisticamente pelo teste do χ2, para P < 0.05. 
 
Tabela 2. Proporção de recuperação baseada na qualidade oocitária entre os tratamentos e entre os graus de 
qualidade oocitária conforme classificação morfológica. 

Estruturas 
recuperadas 

Categorias 
Novilhas Vacas 

n % n % 
GI 98 23,0A 75 24,6A 

GII 116 27,2B 149 48,9A 

GIII 213 49.8A 81 26,5B 

GIV 3 0,7A 1 0,3A 

AT/DEG 28 6,1A 14 4,4B 

A, Bletras desiguais na linha diferem estatisticamente pelo teste do χ2, para P < 0.05. 
GI - Grau 1; GII - Grau 2; GIII - Grau 3; GIV - Grau 4; AT/DEG - Atrésico e/ou Degenerado. 
 
Conclusão 

A categoria novilha proporcionou uma maior quantidade de estruturas recuperadas (GIII e AT/DG) em 
relação às vacas, porém as vacas apresentaram maior quantidade de GII. 
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Efeito da somatotropina recombinante bovina (rbST) no perfil plasmático da 
progesterona, estradiol, hormônio do crescimento e IGF-1 de fêmeas bovinas 

Effect of recombinant bovine somatotropin (rbST) on the plasma levels of progesterone, estradiol, growth 
hormone and IGF-1 of females bovines 
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Abstract 

This study aimed to evaluate the effect of recombinant bovine somatotropin on the plasma levels of 
progesterone, estradiol, growth hormone and IGF-1. 8 cows Girolando were divided into three groups: control, 
250 mg rbST and 500 mg rbST. Blood samples were collected 60 days prior to aspiration, in 12-day intervals, 
with the samples taken on the same days of rbST applications. For hormone measurements, ELISA commercial 
kits were used. The hormone concentrations were subjected to the normal pattern Cramer-von Mises and for 
average of comparison, the test Student-Newman-Keuls (SNK) was used, with 5% probability. It was not 
possible to measure the plasma concentration of GH hormone. The rbST administration had no effect on plasma 
concentrations of progesterone, estradiol and IGF-1 among the groups treated with 250 mg and 500 mg and the 
untreated group, there was also no significant variance between the days of application and OPUs. 
Keywords: bovine, rbST, hormones. 
Palavras-chave: bovinos, rbST, hormônios. 
 
Introdução 

O conhecimento das particularidades reprodutivas dos bovinos, com concomitante uso das ferramentas 
de biotécnicas reprodutivas, visa à maximização genética desses animais e uma maior geração produtos em um 
curto espaço de tempo. A Somatotropina é um hormônio hipofisário que age, no âmbito reprodutivo feminino, 
direta ou indiretamente sobre a maturação do oócito: aumenta os receptores de gonadotropinas e, assim, exerce 
influência na foliculogênese (Sirotkin e Makarevich, 2002). Considerando a importância da caracterização do 
eixo endócrino-reprodutivo no sentido de estabelecer o melhor aproveitamento das técnicas aplicadas à 
reprodução, este estudo teve por razão determinar as concentrações plasmáticas progesterona, estradiol, 
hormônio do crescimento e fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) de vacas e novilhas em 
função do tratamento com somatotropina recombinante bovina (rbST). 
 
Material e Métodos 

Utilizou-se 8 fêmeas da raça Girolando divididas em três grupos: controle (n = 2), 250 mg rbST (n = 3) 
e 500 mg rbST (n = 3) oriundas do Núcleo de Ruminantes da UEMA. Foram coletadas amostras de sangue 
(plasma) de cada fêmea doadora 60 dias antes da primeira aspiração folicular, em intervalos de 12 dias, 
realizadas nos mesmos dias das aplicações de rbST e das aspirações foliculares (intervalos de 7 dias), 
diretamente da veia ou artéria coccígea, com posterior centrifugação, armazenagem e determinação das 
concentrações plasmáticas hormonais pelo teste ELISA. As concentrações plasmáticas dos hormômios foram 
submetidas ao Teste de normalidade Cramer-von Mises e para comparação de média foi utilizado o teste 
Student-Newman-Keuls (SNK) 5% de probalidade. 
 
Resultados e Discussão 

Não foi possível mensurar a concentração plasmática do hormônio GH por falha na leitura do 
espectrofotômetro. As concentrações médias de progesterona durante o período de aplicação de rbST e OPUs em 
fêmeas bovinas estão representadas no Figura 1 e demonstraram variação (P < 0,05) entre os dias de coleta das 
amostras. Estas foram inferiores a 8 ng/mL para todos os animais dos três grupos monitorados durante o período 
das aplicações do hormônio, com posterior emergência para valores superiores a 10 ng/mL durante o período das 
OPUs. Não foi observada diferença estatística nas concentrações plasmáticas de progesterona entre os grupos 
tratados com diferentes doses de rbST e o grupo não tratado, dados que corroboram com o resultados obtidos por 
Da Silva Haas et al. (2007) que, com a aplicação única de 250 mg de rbST em novilhas mestiças receptoras de 
embrião durante o estro, não observaram efeito na concentração sérica de progesterona entre o sexto e o oitavo 
dia. Entre os grupos experimentais tratados e não tratados com somatotropina recombinante bovina e entre os 
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dias das aplicações e OPUs não foi observada diferença estatística nas concentrações plasmáticas médias de 
estradiol (Fig. 2), ou seja, a somatotropina recombinante bovina não surtiu efeito positivo ou negativo sobre o 
estradiol plasmático. As concentrações plasmáticas médias de estradiol dos animais variaram em grupo controle 
de 100 a 137 ng/mL; grupo tratado com 250 mg de rbST de 75 a 333,3 ng/mL; e grupo tratado com 500 mg de 
rbST de 75 a 333,3 ng/mL durante todo o período experimental. Schemm et al. (1990) também não observou 
efeito positivos da rbST sobre a flutuação sérica de E2. Os níveis circulantes de IGF-1 não teve interação 
significativa entre os tratamentos e entre os períodos de aplicação/OPUs (P < 0,05), exceto durante a última 
OPU, onde o grupo tratado com 500mg de rbST obteve média de 23,33 ng/mL, estando abaixo das outras médias 
encontradas durante o período experimental (frequentemente superiores a 50 ng/mL). As maiores amplitudes das 
concentrações séricas médias de IGF-1 foram encontradas na proporção de 225 ng/mL (OPUV), 350 ng/mL 
(OPUV) e 133,33 (AIV) para os grupos controle, 250mg e 500mg, respectivamente, indicando homogeneidade 
entre os grupos na concentração sérica dessa variável (Fig. 3). A diminuição no consumo ou baixa qualidade de 
alimentos pode reduzir a magnitude dos resultados da ação da rbST (Rausch et al., 2002), onde as concentrações 
séricas do IGF-1 mudam em resposta à condição nutricional (Lucy, 2000). Isso pode sugerir que a resposta nula 
da somatotropina recombinante bovina sobre os níveis circulantes de IGF-1, neste trabalho, pode advir da 
condição de escore corporal dos animais utilizados nos grupos experimentais, que estavam entre 2 – 2,5 (escala 
proposta por Ferreira e Torres, 1993). 

 
 

 
Figura 1. Média das concentrações plasmáticas de progesterona de fêmeas 
bovinas não tratadas ( ♦ ) e tratadas com 250mg ( ■ ) ou 500mg ( ▲ ) com 
somatotropina recombinante bovina nos dias de sua aplicação e aspiração 
Ovum-pick up. 

 

 
Figura 2. Média das concentrações plasmáticas de estradiol de fêmeas 
bovinas não tratadas ( ♦ ) e tratadas com 250mg ( ■ ) ou 500mg ( ▲ ) com 
somatotropina recombinante bovina nos dias de sua aplicação e aspiração 
Ovum-pick up. 
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Figura 3. Média das concentrações plasmáticas de IGF-1 de fêmeas 
bovinas não tratadas ( ♦ ) e tratadas co m 250mg ( ■ ) ou 500mg ( ▲ ) com 
somatotropina recombinante bovina nos dias de sua aplicação e aspiração 
Ovum-pick up. a,b Letras diferentes indicam diferença significativa (P < 
0,05). 

 
Conclusão 

A administração de somatotropina recombinante bovina em intervalos de 12 dias por 60 dias não surtiu 
efeito sobre a dinâmica hormonal de fêmeas bovinas nas concentrações plasmáticas de progesterona, estradiol e 
IGF-1 entre os grupos tratados com 250 mg e 500 mg e o grupo não tratado, não havendo também variância 
significativa entre os dias de aplicação e OPUs. 
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Abstract 

The present study investigated the effect of two different mediums (IVF-TALP and BO) and sperm 
concentrations (16  106 and 20  106), during the short-in vitro fertilization (IVF) on bovine embryo 
production. Thus, after in vitro maturation (IVM), oocytes were randomly distributed into three groups: 
traditional IVF (control), IVF-TALP and Brackett-Oliphant (BO). The groups IVF-TALP and BO were 
subdivided according sperm concentration (16  106 and 20  106) used for short-IVF (6 h). For the control 
group, the IVF was performed for 18 h. Concerning the cleavage rate, the BO-20 group showed the best results 
(77,1%). On the other hand, for the blastocyst yield, the highest results were obtained in control and BO-20 
groups: 20.8% and 24.6%, respectively. In conclusion, it seems that BO medium with 20  106 sptz/mL positively 
influence the bovine embryo in vitro production. However, further studies should be performed. 
Keywords: in vitro production, bovine embryo, short-IVF.  
Palavras-chave: produção in vitro, embriões bovinos, FIV-curta. 
 
Introdução 

A produção in vitro (PIV) de embriões bovinos é uma realidade no mundo e o Brasil já há algum tempo 
lidera a produção mundial (Thibier, 2004). Nesse processo, o sêmen congelado-descongelado tem sido utilizado 
com bastante frequência devido às vantagens de armazenamento por longos períodos e acesso a material 
genético de qualidade. No entanto, este sêmen possui uma curta sobrevivência nos meios de cultivo tradicionais 
e a realização da FIV de curta duração pode não ser suficiente para a capacitação in vitro dos espermatozoides 
(sptz). O meio de fecundação mais comumente usado é o Tyrode-albumina-lactato-piruvato (TALP; Parrish et 
al., 1986), acrescido de heparina, penicilamina, hipotaurina e epinefrina (TALP-FIV). Além disso, para FIV de 
curta duração, poucos ensaios apresentam um protocolo satisfatório no que diz respeito à concentração de sptz e 
ao meio de FIV que promovam melhores taxas de fecundação e de produção de blastocistos. Desta forma, novos 
protocolos de FIV curta devem ser avaliados para garantir melhores resultados no desenvolvimento de embriões 
bovinos oriundos de PIV. Assim, este trabalho tem por objetivo realizar a comparação de diferentes meios de 
fecundação e de concentrações espermáticas para a FIV de curta duração na espécie bovina. 
 
Material e Métodos 

Ovários bovinos foram obtidos em abatedouros locais e transportados ao laboratório, onde os folículos 
acima de 2 mm de diâmetro foram aspirados para a colheita dos complexos cumulus-oócitos (CCOs), os quais 
foram classificados de acordo com Leibfried e First (1979). Os CCOs selecionados foram submetidos à 
maturação in vitro (MIV) em meio TCM-199 suplementado com fatores de crescimento e hormônios a 38,5ºC 
por 23 h em 5% de CO2. Para a FIV, os CCOs foram divididos aleatoriamente em três grupos experimentais: FIV 
tradicional (controle), FIV-TALP e BRACKETT-OLIPHANT (BO). Os grupos FIV-TALP e BO foram 
subdivididos em mais dois grupos de acordo com a concentração do sêmen (16  106 e 20  106 sptz/mL). A FIV 
para o grupo controle foi de 18 h e para os grupos experimentais foi de curta duração (6 h). O sêmen congelado-
descongelado foi selecionado em gradiente de Percoll (45%/90%), lavado duas vezes e diluído no respectivo 
meio de fecundação de cada grupo e ajustado para a concentração desejada. Os CCOs foram coincubados com os 
sptz em gotas de 100 µL cobertas com óleo mineral a 38,5ºC em 5% de CO2. Após a FIV, os presumíveis zigotos 
foram cultivados in vitro por oito dias em fluido sintético de oviduto e em atmosfera contendo 5% de CO2, 5% 
de O2 e 90% de N2. O desenvolvimento in vitro foi analisado por meio da avaliação das taxas de clivagem (dia 2) 
e de blastocisto (dias 7-8). Essas taxas foram comparadas pelo teste exato de Fisher com nível de significância de 
5%. 
 
Resultados e Discussão 

Os resultados obtidos a partir de duas repetições estão resumidos na Tabela 1. O grupo BO-20 
apresentou a maior taxa de clivagem (77,1%) e com diferença estatística entre os demais grupos, incluindo o 
controle, cuja taxa de clivagem foi 52,8% (P < 0,05). Este padrão se repetiu na taxa de blastocisto no dia 8, no 
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qual o grupo BO-20 apresentou maior taxa de blastocistos (24,6%), sendo estatisticamente diferente (P < 0,05) 
entre os demais grupos, porém similar ao grupo controle (20,8%). Além disso, não foram obtidos blastocistos no 
grupo FIV-TALP. No entanto, em búfalos, Hammam et al. (2010) encontraram melhores taxas de fecundação 
utilizando o meio TALP, indicando que outros ensaios devem ser realizados para confirmação desses resultados. 
 
Tabela 1. Efeito da utilização de diferentes meios de fecundação in vitro e concentrações de espermatozoides/mL 
sobre o desenvolvimento in vitro de embriões bovinos. 

Tratamento Concentração 
( 109 sptz/mL) 

Presumíveis 
zigotos 

Taxa de 
clivagem (%) blastocisto (%) 

Controle 2 53 28 (52,8)a 11 (20,8)a

FIV-TALP 
16 53 2 (3,8)b 0 (0,0)b

20 58 11 (19,0)c 0 (0,0)b

BO 
16 55 18 (32,7)a,c 4 (7,3)a,b

20 61 47 (77,1)d 15 (24,6)a,c

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna mostram diferença estatística (P < 0,05). 
 
Conclusão 

Na FIV curta, o meio BO em uma concentração espermática de 20  106 sptz/mL parece melhorar as 
taxas de fecundação de embriões bovinos. No entanto, ensaios posteriores devem ser realizados. 
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Effect of captopril in maturation in vitro of oocyte bovine 

 
Antonio de Sousa Junior1,*, Yndyra Nayan Teixeira Carvalho Castelo Branco2, Luiz Harliton Cavalcante 

Monteiro Mota², Felipe de Jesus Moraes Junior3, Isolda Marcia Rocha do Nascimento1, Amilton Paulo 
Raposo Costa2, Marlon de Araújo Castelo Branco2, Jose Adalmir Torres de Souza2 

 
1Colégio Técnico Agrícola (CTT), Teresina, PI, Brasil; 2Universidade Federal do Piauí (UFPI), Teresina, PI, Brasil; 

3Universidade Estadual do Maranhão (UEMA), São Luís, MA, Brasil. 
*E-mail: sousajunior@ufpi.edu.br  

 
Abstract 

This study aimed to evaluate the effect of captopril on the in vitro maturation of oocytes. 1627 COCs 
cattle slaughter houses were used, were subsequently screened, classified into grades I and II, according to the 
morphological quality, and submitted to the IVM process, distributed in four treatments: T1 - control; T2 - 5μM 
of captopril; T3 - 10μM of captopril; and T4 - 15μM of captopril, incubated in an incubator at 38.5 ° C with an 
atmosphere of 5% CO2. After 22 hours, the COCs were stripped to evaluate the rate of maturation, which were 
as follows: T1 - 56.60% (120/212); T2 - 60.60% (240/396); T3 - 52.88% (174/329) and T4 - 58.30% (207/355). 
The results show that there was no statistically significant difference ( P> 0.05) between treatments during 
maturation, concluding that captopril supplementation did not affect the maturation of COCs. 
Keywords: bovine, captopril, oocyte.  
Palavras-chave: bovino, captopril, oócito. 
 
Introdução 

Diversos estudos tem sido realizados com o objetivo de otimizar e melhorar as biotecnologias, muitos 
ligados ao complexo eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. Mais recentemente, pesquisas relacionadas com o 
Sistema Renina Angiotensina (SRA) têm demonstrado a existência de peptídeos do SRA em diversos tecidos, 
tais como coração, cérebro, rins, glândulas adrenais, vasos sanguíneos e órgãos reprodutores, permitindo 
distinguir um SRA local e um circulante (Obermüller et al. 2004). Pesquisas conduzidas na Universidade Federal 
do Piauí têm demonstrado o envolvimento das angiotensinas na ovulação, maturação oocitária e esteridogênese 
(Feitosa, 2014), principalmente a ANG II e ANG (1,7). 

Estudos indicaram a presença da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) biologicamente ativa na 
superfície das células da granulosa, e relatam que 94-100% dos folículos em desenvolvimento e 89-96% dos 
folículos atrésicos continham altos níveis de ECA, o que sugere um possível papel desta enzima nos estágios 
iniciais de desenvolvimento folicular e atresia (Daud et al., 1990).  

O objetivo deste experimento foi verificar a influência do inibidor de ECA, Captopril, na maturação in 
vitro de oócitos bovinos. 
 
Material e Métodos 

Os ovários foram coletados em abatedouro e transportados em solução fisiológica 0,9% a 37ºC, ao 
laboratório, onde foram lavados em mesma solução e temperatura. No laboratório, os ovários foram aspirados, 
dos quais foram recuperados os complexos cumulus-oócitos (CCOs) por aspiração dos folículos que mediam 
entre 2 a 6 mm, utilizando agulha descartáveis de 21G, acoplado a seringa de 10 mL. O conteúdo do aspirado 
folicular, após 20 minutos de sedimentação, foi depositado em uma placa de Petri para rastreamento e seleção de 
acordo com a qualidade morfológica em Graus I, II, III e IV (Leidfried; First, 1979). Somente os CCOs viáveis 
(Grau I e II) foram selecionados para maturação de acordo com os tratamentos.  

Foram utilizados 1657 oócitos (Grau I e II), cultivados na ausência ou presença de captopril, conforme 
os seguintes tratamentos: T1 - controle; T2 - 5µM de captopril; T3 - 10µM de captopril; e T4 - 15µM de 
captopril. Foram realizados 12 repetições e utilizados 20 a 30 oócitos por tratamento. 

Os CCOs selecionados foram maturado de acordo com os tratamentos 0 à 20 µM de captopril, em meio 
de maturação acrescido de 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), em estufa com atmosfera de 5% de CO2 em ar, a 
38,5 ºC por 22 horas. 

Após este período, os oócitos foram mantidos por 10 minutos em placa NUNCLON®, contendo 400 µL 
de meio de desnudamento (1 mL de TQC Holding + 10 mg/mL de hialuronidase), em seguida foram desnudados 
com auxílio de sucessivas pipetagens, e levados sob estereoscópico, para observação da extrusão do primeiro 
corpúsculo polar.  

As taxas de maturação dos CCOs, foram avaliadas pelo teste não-paramétrico de Qui-Quadrado (χ2), e a 
comparação das medias pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), ao nível de 5% de probabilidade. Os dados 
foram avaliados pelo programa ASSISTAT Versão 7.7. beta (pt). 
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Resultados e Discussões 
A taxa de maturação após 22 horas foi de 56,60; 60,35; 52,89 e 57,82%. A extrusão do primeiro 

corpúsculo polar foi identificada para classificar os oócitos maturados. A adição do captopril ao meio de 
maturação in vitro não alterou a maturação nuclear dos oocitos (Tab. 1).  

 
Tabela 1. Taxa de maturação de oócitos bovinos com ou sem a adição de captopril no meio de MIV. 

Grupo Taxa de Maturação 

0 µM 56,60 % (120/212) a 

5 µM 60,35 % (240/396) a 

10 µM 52,89 % (174/329) a 

20 µM 57,82 % (207/355) a 
Letras distintas, na mesma coluna, indicam diferença pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), ao nível de 
5% de probabilidade.  

 
O processo de maturação inclui todos os eventos que permitem ao CCOs expressar seu potencial 

máximo de desenvolvimento após a fecundação. Consistem em uma série de mudanças nucleares e 
citoplasmáticas do CCO, que devem ocorrer de forma simultânea, de modo a capacitar a fecundação e 
possibilitar o desenvolvimento embrionário adequado (Takada, 2008).  

Alguns estudos sobre maturação in vitro têm avaliado o efeito de diferentes variáveis sobre a aquisição 
da competência e qualidade de oócitos bovinos. A adição de macromoléculas e suplementos no meio de 
maturação, a utilização de inibidores da maturação nuclear (Barreto et al., 2003), o efeito de co-cultivo (Ancioto 
et al., 2004) são exemplos de algumas pesquisas desenvolvidas.  

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) foi identificada em ovários de rata, no epitélio 
germinativo ao redor do corpo lúteo, em células da granulosa, vasos sanguíneos e estroma ovariano (Speth; 
Husain, 1988), bem como no fluido folicular de bovinos (Nielsen et al., 2002). Estudos indicaram a sua presença 
biologicamente ativa na superfície das células da granulosa, e relatam que 94-100% dos folículos em 
desenvolvimento e 89-96% dos folículos atrésicos continham altos níveis de ECA, o que sugere um possível 
papel desta enzima nos estágios iniciais de desenvolvimento folicular e atresia (Daud et al., 1990). O uso de 
inibidor da ECA, portanto, deveria influenciar positivamente a maturação oocitária, o que não foi observado 
neste experimento.   

As taxas de maturação oocitária observadas neste experimento foram superiores aos encontrados por 
Mota (2013), trabalhando com melatonia no meio de maturação e aos de Marques et al., 2011 que avaliaram a 
maturação de oócitos após bloqueio da meiose com inibidores de Fator Promotor de Maturação (MPF), 
demonstrando que o uso do captopril, inibindo a ECA pode promover maturação oocitária adequada e necessária 
para um completo desenvolvimento embrionário. 
 
Conclusões 

A suplementação de captopril no meio MIV não altera a maturação nuclear de oocitos bovinos obtidos 
em abatedouro, sinalizando para um outro mecanismo de ação que não seja a inibição da ECA pelo captopril. 
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Abstract 

This study was conducted to evaluate the effect of different plasminogen activator inhibitor 1 
concentrations (70 ƞg, 140 and 210 ƞg ƞg) in the kinetic parameters of sperm cryopreserved of Curraleiro Foot 
Hard bulls. Sperm kinetics were analyzed by means of a computer aided system (CASA). The variables evaluated 
were: (MT-%) (MOP-um / s), (VCL - um / s), (VSL - um / s), (VAP-um / s), (LIN -%) ( Str-%) (ALH - uM) 
Wobble (WOB -%) and (BCF-Hz). The cryopreserved sperm in the presence of the inhibitor of plasminogen 
activator 1 in a concentration of 210 ƞg decreased velocity parameters in a straight line (VSL - um / s) and 
linearity (LIN -%). In conclusion, supplementation of the Inhibitor of plasminogen activator 1 (PAI-1), 
cryopreservation of bovine semen does not improve the kinetic parameters as compared to the control. 
Keywords: bovine, PAI-1, sperm. 
Palavras-chave: bovino, PAI-1, espermatozoide. 
 
Introdução 

O gado bovino Pé-Duro é uma raça nativa do norte e nordeste do Brasil proveniente dos rebanhos da 
Península Ibérica, que foram introduzidas no Brasil durante a colonização Portuguesa no século XVI (Salles et 
al., 2011). A criopreservação de sêmen é parcialmente prejudicial para os espermatozoides de mamíferos, pois 
induz ao choque térmico e osmótico, stress oxidativo e provoca modificações na composição lipídica da 
membrana plasmática, tornando-a mais reativa ao seu ambiente pós-descongelamento e provoca mudanças 
fisiológicas semelhantes à capacitação espermática em bovinos (Miah et al., 2011), o que é conhecido como 
criocapacitação (Reddy et al., 2010).  

O Inibidor do ativador do plasminogênio 1 (PAI-1) pertence a família das enzimas serino proteases e 
possuem essa nomenclatura devido a presença do resíduo serina no sítio ativo da enzima, é a maior família de 
proteases, com base no conhecimento atual, envolvida no processo de fertilização dos gametas de mamíferos 
(Yanagimachi, 1994). Um papel tem sido proposto para a atividade das serino proteases na regulação da 
penetração do espermatozóide em oócitos de bovinos, mediada pela libertação do ativador do plasminogênio 
tecidular (tPA) do oócito e ativação de plasminogênio em plasmina da protease da serina (Rekkas et al., 2002).  

O objetivo deste experimento foi verificar o efeito do Inibidor do ativador do plasminogênio 1 (PAI-1) 
nos parâmetros cinéticos de espermatozoides criopreservados de touros Curraleiro Pé Duro. 
 
Material e Métodos 

Foram utilizados quatro touros da raça Curraleiro Pé Duro, provenientes da Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade de Teresina, Piauí, Brasil. Durante o 
experimento, os touros foram mantidos sob regime extensivo, com acesso a piquetes de capim- mimoso 
(Axonopus purpusii) e capim milhã (Digitaria sanguinalis), água e sal mineral à vontade. As coletadas de sêmen 
foram feitas uma vez por semana, durante nove semanas, com o auxilio de um eletro estimulador controlado 
automaticamente (Biocon ® Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Imediatamente após a 
coleta as amostras de sêmen de cada animal foram colocadas em banho Maria a 37°C e avaliadas separadamente 
quando cor, aspecto, volume, turbilhonamento, motilidade total e vigor, em microscópio de contraste de fase. 
Apenas ejaculados com turbilhonamento ≥ 3; motilidade total ≥ 80%; vigor ≥ 3; concentração espermática ≥ 3,5 
X 109 espermatozoides/mL e patologias espermáticas ≤ 20% foram utilizados nesse estud o. Quando aprovadas, 
amostras dos quatro ejaculados foram misturadas para formação de um pool, logo após a formação do pool, este 
foi divido em quatro alíquotas e diluídas em meio Tris-Gema (37°C) contendo diferentes concentrações de 
Inibidor do ativador do plasminogênio 1 (70 ƞg, 140 ƞg e 210 ƞ g), enquanto que uma alíquota sem nenhuma 
suplementação foi mantida como controle. O sêmen diluído foi envasado em palheta de 0,5mL (50 X 106 
espermatozoides viáveis por palheta) e congelado em maquina TK 3000® na curva de congelação rápida (-
0,25ºC/min, de 25ºC a 5ºC e -20ºC/min, de 5ºC a -120ºC) e, após atingir -120ºC, as palhetas foram mergulhadas 
em nitrogênio liquido (-196ºC) e armazenadas em botijão criogênico. Após 30 dias de armazenamento as 
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amostras de sêmen foram descongeladas em banho-maria a 37ºC por 30 segundos e avaliadas quanto à cinética 
espermática por meio de um sistema analisador de espermatozoide auxiliado por computador (CASA). As 
variáveis avaliadas foram: motilidade total (MT- %), motilidade progressiva (MOP-μm/s), velocidade curvilinear 
(VCL - μm/s), velocidade em linha reta (VSL - μm/s), velocidade média do percurso (VAP -μm/s), linearidade 
(LIN - %), retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeça (ALH - μm), Wobble (WOB - %), 
frequência de batimento cruzado (BCF-Hz). O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com quatro 
tratamentos: controle, PAI-1(70), PAI-1(140) e PAI-1(210) em nove coletas. Para comparação de média foi 
utilizado o teste paramétrico de Student-Newman-Keuls (SNK), na probabilidade de 5%. As análises foram 
executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013). 
 
Resultados e Discussões 

O inibidor do ativador do plaminogênio 1 (PAI-1) na concentração de 210 ƞg exerceu efeito negativo 
diminuindo os parâmetros de velocidade em linha reta (VSL - μm/s) e linearidade (LIN - %) como mostrado na 
Tabela 1, os demais parâmetros permaneceram estatisticamente (P > 0,05) inalterados em relação ao controle 
quando os espermatozoides foram criopreservados nas diferentes concentrações de PAI-1. 

Lamirande e Gagnon (1986) avaliaram o efeito de vários inibidores de serino proteases sobre a 
motilidade de espermatozoides de humano, rato e bovino. Eles usaram concentrações de 2000-2250 µM, mas 
não observou qualquer efeito inibitório sobre a motilidade dos espermatozoides. Em outros estudos, os 
espermatozoides de coelho permaneceram com a motilidade inalterada durante 8 horas quando estavam na 
presença de 200 µM do inibidor de serino protease tosil lisil clorometil cetona (TLCK) (Zaneveld et al., 1970), 
enquanto que a motilidade dos espermatozoides de hamster diminuiu após 15 minutos de incubação em 
concentrações a partir de 135 uM de TLCK (Miyamoto e Chang, 1973). 

 
Tabela 1. Parâmetros pós-descongelamento da cinética dos espermatozoides de bovinos Curraleiro Pé-Duro criopreservados 
com inibidor do ativador do plasminogênio 1 – PAI.  

 Parâmetros de cinética 
Tratamento

s MT MP VCL VSL VAP LIN SRT ALH BCF 

Controle 53.7±10.7 34.8±16.2 87.5±10.1 51.1±14.8ª 62.1±13.2 57.7±9.4ª 81.2±6.4 3.1±0.3 10.5±0.6 
PAI-1(70) 41.7±15.5 24.3±12.6 82.6±13.1 42.3±12.5ab 54.9±13.6 50.5±8.0ab 76.4±4.2 3.1±0.2 11.1±1.8 

PAI-1(140) 50.3±8.2 26.8±8.4 78.9±14.5 38.8±9.3ab 51.8±10.6 48.9±5.1ab 74.5±3.3 3.1±0.3 11.3±0.6 
PAI-1(210) 47.0±13.0 21.3±7.3 75.8±15.8 33.9±10.2b 45.5±11.7 44.1±5.8b 73.8±5.1 3.5±0.4 11.3±1.0 
Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP).  
Valores de média com letras sobrescrito diferentes (a e b) na mesma coluna indicam diferenças significativas (P <0,05) pelo 
teste de SNK. 
 
Conclusões 

A suplementação do Inibidor do ativador do plasminogênio 1 (PAI-1, na criopreservação do sêmen 
bovino, reduziu os parâmetros cinéticos de velocidade em linha reta (VSL - μm/s) e linearidade (LIN - %). 
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Abstract 

Objective to evaluate the effect of pre-treatment of recombinant bovine somatotropin (rbST) on 
cumulus-oocyte complexes (CCOs) recovered from OPUs. Using 12 females bovine race Girolando, which they 
were divided into three experimental groups: control 0mg, 250mg and 500mg rbST, applied at 12 day intervals. 
Then, were made five sessions of Ovum Pick Up (OPU) with the aid of ultrasound, with intervals of 7 days. The 
variables studied were submitted to normality test; normal data and standardized by mathematical 
transformations, were subjected to analysis of variance (ANOVA) or parametric test Student-Newman-Keulsto 
compare means. Obtained mean and standard deviation of the total pattern CCOs and CCOs viable according 
to the following treatments.So, the pre-treatment rbST not influence both in the proportion of CCOs viable and 
the morphological quality of CCOs of bovine female. 
Keywords: bovine, ovum pick-Up, somatotropin. 
Palavras-chave: bovinos, punção folicular, somatotropina 
 
Introdução 

A eficiência da associação das técnicas de punção folicular e produção in vitro de embriões dependem 
do estabelecimento de protocolos que garantam a recuperação de complexos cumulus-oócitos (CCOs) com maior 
potencial de desenvolvimento possível. O controle hormonal da função ovariana pode ser um valioso recurso 
para aumentar o número de embriões produzidos in vitro (Sá et al., 2004). Portanto, ferramentas auxiliares como 
a adição de somatotropina recombinante bovina (rbST) aos protocolos hormonais que precedem a técnica de 
aspiração folicular sugerem afetar a função reprodutiva do animal aumentando a síntese e secreção do fator de 
crescimento semelhante à insulina do tipo 1(IGF-I). Além disso, foi demonstrado um aumento da população 
folicular tendo efeito positivo na formação dos CCOs e na esteroidogênese (Pivato, 2006). Tendo em vista que as 
biotecnologias OPU-PIV são de extrema importância para aumentar a velocidade de ganho genético do rebanho 
com crescimento quantitativo da produção, o presente estudo visar aumentar os índices desta biotecnologia com 
incremento da rbST. Para tanto, este experimento teve como objetivo geral avaliar o efeito do pré-tratamento da 
somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre os de complexos cumulus-oócito (CCOs) recuperados. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Estadual do 
Maranhão (UEMA). Utilizando 12 fêmeas bovinas da raça Girolandas leiteiras criadas no núcleo de ruminantes 
da Escola de Veterinária da UEMA, sendo divididas em três grupos experimentais: controle 0mg (n = 4), 250mg 
(n = 4) e 500mg (n = 4) de rbST, as aplicações foram com intervalos de 12 dias. Foram realizadas cinco seções 
de Ovum Pick Up (OPU) com intervalos de 7 dias nos grupos experimentais como mostra na Figura 1. A OPU 
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Pieterse et al. (1988) e adaptada por Seneda et al. (2003) 
com o uso da ultrassonografia (ALOKA SSD 500V, Aloka Co., Japão), com transdutor convexo de 5,0 MHz 
acoplado a uma guia de aspiração transvaginal. As aspirações foram realizadas com agulhas descartáveis 20 G, 
acoplada a uma tubulação de silicone com 2 mm de diâmetro e 80 cm de comprimento, que por sua vez foi 
conectada a um tubo cônico de 50 mL contendo 10 mL de meio LAV (1 mL de PBS, 12,5 UI de heparina e 1% 
de soro fetal bovino). A pressão da bomba á vácuo (WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada BV-003) foi mantida 
de 35 a 50 mmHg (fluxo de 15 mL de meio/min.). A guia de aspiração foi introduzida na vagina, posicionada no 
fundo de saco vaginal, junto à fórnix cervical e, com o auxílio da manipulação transretal, os ovários foram 
posicionados na linha de punção indicada na tela do aparelho de ultrasonografia, com os folículos acima de 2 
mm sendo puncionados e aspirados. Posteriormente, foi realizada a lavagem e seleção do conteúdo aspirado, 
onde os CCOs selecionados foram classificados de acordo com a qualidade morfológica em Graus I, II, III e IV. 
Os dados para as variáveis estudadas foram submetidas ao teste de normalidade; os dados normais e os 
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normalizados mediante transformações matemáticas (logarítmica, arco seno) foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA) ou ao teste paramétrico de SNK (Student-Newman-Keuls) para comparação de médias, na 
probabilidade de 5%.  

 
Figura 1. Protocolo de aplicação do rbST e as seções de OPU’s dos grupos experimentais. 

 
 
Resultados e Discussão 

Das cincos sessões de OPU, obteve-se média e desvio padrão total dos CCOs (9,85 ± 6,83; 7,75 ± 3,09 
e 8,50 ± 6,34) e CCOs viáveis (8,10 ± 5,26; 5,60 ± 2,66 e 5,27 ± 5,96) de acordo com os tratamentos: controle, 
250 mg rbST e 500 mg rbST, respectivamente. Onde observa-se que a proporção de complexos cumulus-oócito 
viáveis no grupo controle teve uma resposta significativa (P < 0,05) em relação aos demais grupos 
experimentais, como é demonstrado na Tabela 1. O presente estudo corrobora com os experimentos de Borges et 
al (2001), que em seus estudos utilizou 13 fêmeas bovinos mestiças holandês-zebu, onde foram divididas em 
dois grupos experimentais: controle e 500mg de rbST, obtendo-se média e desvio padrão de CCOs viáveis 11,5 ± 
10,00 para o grupo controle e 8,5 ± 8.3 para o grupo de 500mg de rbST. O efeito do pré-tratamento com 
somatotropina recombinante bovina sobre a qualidade morfológica dos CCOs entre os tratamentos, são 
apresentados na tabela 1. Foram classificados como oócitos viáveis aqueles que apresentavam Grau I (GI), Grau 
II (GII) e Grau III (GIII). No presente estudo foi observado que os graus I e II tiveram resultados expressivos (P 
< 0,05) no tratamento controle comparados aos demais e o grau III apresentou-se significativo no tratamento de 
500mg rbST. Não houve diferença significativa entre o Grau IV (1,15 ± 1,30; 1,30 ± 1,21 e 0,94 ± 1,10) e os 
atrésicos e/ou degenerados (0,60 ± 0,82; 0,85 ± 1,13 e 0,38 ± 0,84) para os tratamentos controle, 250mg rbST e 
500mg rbST, respectivamente. De acordo com Moraes Jr et al. (2011), utilizando 14 fêmeas bovinas e dividindo-
as em três grupos: controle, 250mg rbST e 500mg rbST, relataram que os grupos 250mg rbST e 500mg rbST 
tiveram maior número médio de CCOs de Grau III em relação ao grupo controle (5,3 ± 0,7 e 4,8 ± 0,6 vs. 4,0 ± 
0,7) e Grau IV (6,0 ± 1,0 e 4,8 ± 0,9 vs. 2,9 ± 0,6) mostrando-se superior ao presente estudo.  
 
Tabela 1. Número de complexos cumulus-oócito (CCOs) totais, viáveis e por qualidade morfológica (média ± 
d.p.) recuperados de fêmeas bovinas submetidas ou não previamente ao tratamento com rbST, seguido de cinco 
seções de aspiração folicular in vivo. 

 
 

Conclusão 
O pré-tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST) não influenciou na proporção de 

complexos cumulus-oócitos (CCOs) viáveis e bem como na qualidade morfológica dos CCOs de fêmeas 
bovinas. 
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por marcação da cauda e presença de muco vaginal no dia da inseminação em vacas 

Nelore  
Efficiency of artificial inseminatio n in fixed time (FTAI) associated with estrus detection by marking the tail and 

the presence ofvaginal mucus on the day of insemination in Nelore cows 
 
Ícaro Oliveira Torres de Souza1, *, Luiz Harliton Cavalcante Monteiro Mota1, Cícero Soares dos Santos1, 

Sávio Ruan Sampaio de Sousa1, Filipe Nunes Barros1, Felipe de Jesus Moraes Júnior2, José Adalmir 
Torres de Souza1, Amilton Paulo Raposo Costa1 

 
1Universidade Federal do Piauí,UFPI, Teresina, Piauí, Brasil; 2Universidade Estadual do Maranhão,UEMA, São Luís, 

Maranhão, Brasil. 
*E-mail: icaro_torres@hotmail.com 

 
Abstract 

The objective of this study was to evaluate the efficiency of artificial insemination in fixed time 
associated with estrus detection in Nellore cows. They used 917 females, all submitted to estrus synchronization 
protocol and formed two groups: G1 (n = 489), marked on the back with fluorescent dye and then checked if the 
croup was blurred or not, and had vaginal mucus or not  and G2 (n = 428) were formed by females inseminated 
only synchronized. Pregnancy diagnosis was performed by ultrasound 30 days after insemination. In G1 and G2, 
pregnancy rates were, respectively, 46.01% and 41.12%. In G1, blurred females (52.19%), not blurred 
(21.78%), presence of mucus (62.57%) and no mucus (35.97%). Pregnancy rates did not differ between the 
groups G1 and G2. In G1, blurred females or mucus had higher rates. It is concluded that the detection of 
estrus, insemination favored the pregnancy rate. 
Palavras-chaves: bovinos, sincronização do estro, inseminação artificial. 
Keywords: cattle, synchronization of estrus, artificial insemination. 
 
Introdução 

A atual situação econômica da pecuária mundial exige alta produtividade como garantia de retorno do 
capital investido, a médio e curto prazo. Tendo em vista que a reprodução animal é um dos alicerces da cadeia 
produtiva, sua eficiência deve ser detalhadamente monitorada visando maximizar o desfrute garantindo alta 
rotatividade financeira numa propriedade rural (Baruselli et al., 2004). 

Seguindo a evolução das principais biotecnologias adotadas e trabalhadas no Brasil, encontra-se em 
expansão a inseminação artificial em tempo fixo (IATF), técnica que teve origem em função da dificuldade em 
se detectar o estro e consequentemente o momento ideal para realizar-se a inseminação artificial (Mapletoft; Bó 
e Adams, 2008). 

Assim, os protocolos hormonais de indução e sincronização do estro servem como ferramenta para 
aumentar os índices reprodutivos. Dentre as principais vantagens destaca-se a possibilidade de viabilizar a 
inseminação artificial de vacas em lactação, reduzir o intervalo parto/concepção, concentrar os partos, antecipar a 
prenhez na temporada de monta, padronizar os lotes de bezerros e aumentar a eficiência no índice de desmame, 
refletindo diretamente na racionalização da mão-de-obra e no custo/benefício da atividade (Gonçalves et al., 2004). 

Assim, objetivou-se com a presente pesquisa avaliar a eficiência da inseminação artificial em tempo 
fixo (IATF) associada à detecção do estro, previamente à inseminação, em vacas Nelore. 
 
Material e Métodos 

O projeto foi realizado na Fazenda Abelha, Município de Codó, Região Norte do Estado do Maranhão. 
Para tanto, foram selecionadas 917 vacas da raça Nelore, multíparas, com no mínimo 45 dias de pós-parto, com 
escore corporal 3,0 a 3,5 (escala de 1 a 5) e com condição reprodutiva favorável, estabelecida por avaliação 
clínico-ginecológica. Esse projeto foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal da 
Universidade Federal do Piauí sob o N° 086/14. 

Os estros, em todas as fêmeas, foram sincronizados utilizando protocolo clássico para IATF: D0-
aplicação de dispositivo intravaginal de progesterona e aplicação IM de 2mL de benzoato de estradiol; D9- 
retirada do dispositivo com progesterona e aplicação IM de 2,5mL de PGF2α, 0,3mL de cipionato de estradiol e 
300UI de Gonadotrofina Coriônica Equina; e no D11- inseminação, 48 a 54 horas após a retirada do dispositivo.   

Foram formados dois grupos experimentais: G1 (n = 489), formado por fêmeas que, além do protocolo 
clássico de sincronização, foram marcadas na garupa com tinta fluorescente no D9 e, no D11, previamente à 
inseminação, foram avaliadas se a garupa estava borrada ou não e se apresentava muco vaginal ou não. O G2 (n 
= 428), formado por fêmeas que foram apenas  sincronizadas e inseminadas. O diagnóstico de gestação foi feito 
30-35 dias após a inseminação. 

Os dados referentes à taxa de prenhez, foram avaliados pelo teste χ 2 (Qui-quadrado) ao nível de 1% de 
significância pelo Programa Bio Estat 4.0 (Bio Estat, 2007). 
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Resultados e Discussão 
As taxas de gestação nos grupos G1 e G2, foram, respectivamente, de 46,01% e 41,12%, não 

apresentando diferença estatística entre os mesmos.  
De modo geral, as taxas de gestação obtidas no presente trabalho estão próximas às observadas em 

diferentes pesquisas em vacas Nelore. Segundo Baruselli (2009), independente dos tratamentos utilizados como 
protocolo de sincronização de estros e inseminação artificial em tempo fixo, a taxa de concepção média nacional, 
oscila entre 45 e 55%.  

Na Tabela 1 são apresentadas as taxas de gestação do G1, para fêmeas borradas (52,19%) ou não 
borradas (21,78%), apresentando diferenças significativas entre os dois subgrupos de fêmeas.  

Em um estudo para avaliar o momento de ocorrência do cio ao longo do dia, verificou-se que 53,8% dos 
cios começam durante a noite e terminam durante o dia, e que 30,7% começam e terminam durante a noite 
(Barros et al., 1998), indicando que, efetivamente a detecção do estro é fator limitante para uso de técnicas que 
dependem desse registro. 

 
Tabela 1. Taxas de gestação (%) em vacas Nelore do G1, submetidas à inseminação artificial em tempo fixo 
(IATF) associada à detecção de estro através de marcação da garupa. 

 
Etapas 

Borradas Não Borrada 
n % n % 

E1 
 

116/140 
(79,29) 

53,45 a 
(62/116) 

24/140 
(17,14) 

25,00b 
(06/24) 

E2 168/204 
(82,35) 

50,60a 
(85/168) 

36/204 
(17,65) 

16,67b 
(06/36) 

E3 105/146 
(71,92) 

53,33a 
(56/105) 

41/146 
(28,08) 

24,39b 
(10/41) 

Total 389/490 
(79,39) 

52,19a 
(203/389) 

101/490 
(20,61) 

21,78b 
(22/101) 

Letras minúscula diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (χ2), ao nível de 1% de 
probabilidade. 

 
Comparando os resultados, vê-se que o percentual de fêmeas borradas, de 79,39% (389/490), foi 

inferior aos 94,00% obtido pelo uso do ESTROTEC (Jimenez et al., 2009) e similar aos 75% obtidos no estudo 
com TAIL PENT (Horn, Galina e Moraes, 2011). Referente à taxa de gestação de 52,19% (203/389) obtida nas 
fêmeas borradas, foi similar aos 56,80% obtidos com a utilização da técnica HEAT-WATCH e aos 51,40% 
quando utilizaram a observação visual (Borges; Greene; Roons,1996).  XU et al. (1998), também utilizando a 
técnica TAIL PAINT, obtiveram taxa de 65%, esta, também similar à observada no presente trabalho. 

Ressalta-se ainda que, a despeito de 20,61% (101/490) não terem sido borradas, vindo sinalizar a não 
ocorrência de estros, e terem apresentadas índice de gestação de 21,78 (22/101), este dado coloca em dúvida a 
eficiência desse manejo na detecção do estro, previamente às inseminações. 

A Tabela 2 mostra fêmeas do G1 que apresentaram ou não muco vaginal à inseminação e que tiveram 
índices gestacionais de 62,57% e 35,97%, respectivamente, com diferença significativa entre ambos. 

Nesse estudo, 38,16% (187/490) apresentaram muco e destas, 62,57% (117/187) ficaram prenhas, 
enquanto 61,84% (303/490) não apresentaram muco, mas tiveram  taxa de gestação de 35,97% (109/303). Para 
esse fato, constatou-se que muitas fêmeas não eliminaram muco quando da manipulação do útero à inseminação, 
não implicando que, necessariamente, não estejam em cio. 

 
Tabela 2. Taxas de gestação (%) em vacas Nelore submetidas a inseminação artificial em tempo fixo (IATF) 
associada à detecção de estro através da presença de muco vaginal. 

 
Etapas 

Com Muco Sem Muco 
n % n % 

E1 57/140 
(40,71) 

63,16a 
(36/57) 

83/140 
(59,29) 

38,55b 
(32/83) 

E2 81/204 
(39,71) 

56,79a 
(46/81) 

123/204 
(60,29) 

37,40b 
(46/123) 

E3 49/146 
(33,56) 

71,43a 
(35/49) 

97/146 
(66,44) 

31,96b 
(31/97) 

Total 187/490 
(38,16) 

62,57a 
(117/187) 

303/490 
(61,84) 

35,97b 
109/303 

Letras minúscula diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (χ2), ao nível de 1% de 
probabilidade. 
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Conclusão 
As taxas de prenhez não diferiram estatisticamente entre os grupos G1 e G2. Já, no G1, o percentual de 

fêmeas borradas ou com muco, diferiram estatisticamente das não borradas ou sem muco. 
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Abstract 

The objective of this study was to evaluate the association of IATF with FD on the reproductive 
efficiency of Nellore cows. It was used 917 females submitted to estrus synchronization protocol, with P4 device 
placed and applied 2mL BE in D0; In D9 removed the device, applied 2.5mL of PG, 0.3mL of CE and 300uI of 
eCG. The inseminations made on D11, 48-54 hours after withdrawal from the device. Blood collections were 
made on D0 and D11. G1 (n = 489) were formed, with synchronized females and, prior to insemination, 
measured FD, classified as large, medium or small; The G2 (n = 428), by females only synchronized and 
inseminated. Gestation rates in G1 and G2 were 46.01% and 41.12%, and did not differ between groups. In the 
G1, females with large and medium follicles rates did not differ, since females with small follicles had lower 
rates. P4 in the D0 indicated 47.19% of females in the follicular phase and 46.67% in the progesterone phase; 
In D11, the means of P4, considered low, medium or high, had rates of 82.14, 57.14 and 8.57%, respectively. It 
is concluded that females with small follicles or with P4 raised to insemination have low pregnancy rates. 
Palavras-chaves: sincronização do estro, diâmetro folicular, inseminação artificial. 
Keywords: synchronization of estrus, folicular dinamic, artificial insemination. 
 
Introdução 

Tendo em vista que a reprodução animal é um dos alicerces da cadeia produtiva, sua eficiência deve ser 
detalhadamente monitorada visando maximizar o desfrute garantindo alta rotatividade financeira numa 
propriedade rural (Baruselli et al., 2004). 

A inseminação artificial em tempo fixo (IATF), técnica que teve origem em função da dificuldade em se 
detectar o estro e consequentemente o momento ideal para realizar-se a IA (Mapletoft; Bó e Adams, 2008), 
encontra-se em grande expansão no Brasil. 

Os protocolos hormonais de indução e sincronização do estro servem como ferramenta para aumentar 
os índices reprodutivos. Dentre as principais vantagens destaca-se a possibilidade de viabilizar a inseminação 
artificial de vacas em lactação, reduzir o intervalo parto/concepção, concentrar os partos, antecipar a prenhez na 
temporada de monta, padronizar os lotes de bezerros e aumentar a eficiência no índice de desmame, refletindo 
diretamente na racionalização da mão-de-obra e no custo/benefício da atividade (Gonçalves et al., 2004). 

Assim, objetivou-se com a presente pesquisa avaliar a eficiência da inseminação artificial em tempo 
fixo (IATF) associada à determinação do diâmetro folicular e concentração de progesterona no dia da 
inseminação em vacas Nelore. 
 
Material e Métodos 

O projeto foi realizado na Fazenda Abelha, Município de Codó, Região Norte do Estado do Maranhão. 
Para tanto, foram selecionadas 917 vacas da raça Nelore, multíparas, com no mínimo 45 dias de pós-parto, com 
escore corporal 3,0 a 3,5 e com condição reprodutiva favorável, estabelecida por avaliação clínico-ginecológica. 
Esse projeto foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal da Universidade Federal do 
Piauí sob o N° 086/14. 

Os estros, em todas as fêmeas, foram sincronizados utilizando protocolo clássico para IATF: D0-
aplicação de dispositivo intravaginal de progesterona P4 e aplicação IM de 2,5mL de PGF, 0,3mL de cipionato 
de estradiol e 300UI de eCG; e no D11- inseminação, 48 a 54 horas após a retirada do dispositivo. Coletas de 
sangue foram realizadas no D0 e D11.   

Foram formados dois grupos experimentais: G1 (n=489), formado por fêmeas que, além do protocolo 
clássico de sincronização, no D11, previamente à inseminação, foram avaliadas a  mensuração por 
ultrassonografia do maior folículo ovariano, este qualificado como grande (G≥10mm), médio (M=6-10mm) e 
pequeno (P≤6mm) . O G2 (n=428), formado por fêmeas que foram apenas  sincronizadas e inseminadas. O 
diagnóstico de gestação foi feito 30-35 dias após a inseminação. 



Congresso Norte-Nordeste de Reprodução Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, PI. Anais...Belo Horizonte: 
CBRA, 2016. 

  

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.259-261, out./dez. 2016. Disponível em www.cbra.org.br 260 

Os dados referentes à taxa de prenhez, foram avaliados pelo teste χ2 (Qui-quadrado) ao nível de 1 % de 
significância pelo Programa Bio Estat 4.0 (Bio Estat, 2007). As concentrações séricas de progesterona foram 
avaliadas quanto às Médias ± DP. 
 
Resultados e Discussão 

As taxas de gestação nos grupos G1 e G2 foram, segundo Tabela 1 , respectivamente, de 46,01% e 
41,12%, não apresentando diferença estatística entre os mesmos.  
 
Tabela 1. Taxas de gestação (%), em vacas Nelore submetidas a inseminação artificial em tempo fixo (IATF) 
associada (G1) ou não (G2) à detecção de estro através de marcação da garupa, presença de muco vaginal e 
diâmetro do maior folículo ovariano.  

 
Etapas 

 

 
G1 

 
G2 

 
Prenhez 

n % n % n % 
E1 68/140 48,57a 33/74 44,59a 101/214 47,20 
E2 91/203 44,83a 80/220 36,36b 171/423 40,43 
E3 66/146 45,20a 63/134 47,01a 129/280 46,07 

Total 225/489 46,01a 176/428 41,12a 401/917 43,73 
Letras minúscula diferentes na mesma linha  difere entre si pelo teste do Qui-quadrado (χ2), ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 
De modo geral, as taxas de gestação obtidas no presente trabalho estão próximas às observadas em 

diferentes pesquisas em vacas Nelore. Segundo Baruselli (2009), independente dos tratamentos utilizados como 
protocolo de sincronização de estros e inseminação artificial em tempo fixo, a taxa de concepção média nacional, 
oscila entre 45 e 55%.  

Na Tabela 2 são apresentaram os índices gestacionais de fêmeas do G1 que apresentavam à 
inseminação, folículo grande, médio ou pequeno, e que apresentaram, respectivamente, taxas  de 51,85, 46,93 e 
2,44%, não diferiram estatisticamente entre as fêmeas de folículos grandes e médios, porém diferiram 
significativamente entre estes e o grupo de fêmeas com folículos pequenos. Com o uso frequente da 
ultrassonografia na reprodução animal, particularmente na dinâmica folicular ovariana, tem sido possível o 
monitoramento do crescimento do folículo que se apresenta como dominante (FD) e então estabelecer 
associações entre o momento mais eficiente para a inseminação artificial. 

 
Tabela 2. Taxas de gestação em vacas Nelore submetidas a inseminação artificial em tempo fixo (IATF), em 
três etapas (E1, E2 e E3) associadas ao desenvolvimento do maior folículo ovariano  (Grupo Desafio). 

 
 

Etapas 

 
Grandes 

 
Médios 

 
Pequenos 

n % n % n % 
E1 82/140 

- 
57,32a 
(47/82) 

48/140 
- 

58,33a 
(28/48) 

10/140 
- 

0b 
(0/10) 

E2 89/204 
- 

50,56a 
(45/89) 

101/204 
- 

42,57a 
(43/101) 

14/204 
- 

7,14b 
(1/14) 

E3 99/146 
- 

48,48a 
(48/99) 

30/146 
- 

43,33a 
(13/30) 

17/146 
- 

0b 
(0/17) 

Total 270/490 
- 

51,85a 
(140/270) 

179/490 
- 

46,93a 
(84/179) 

41/490 
- 

2,44b 
1/41 

Letras minúscula na mesma coluna não difere entre si pelo teste do Qui-quadrado ( χ2). 
 
A Tabela 3 apresenta as concentrações séricas de progesterona (ng/ml) e taxas de gestação (%) em 

vacas Nelore no dia do implante (D0) e das inseminações (D11) do grupo G1. As concentrações de 
progesterona no D0, com média de 0,910 ng/ml, são de origem endógena e permitiram constatar que 62,50% das 
fêmeas apresentaram concentração >1,00 ng/ml (1,414) e 37,5% concentração <1,00 ng/ml (0,405), indicando 
ciclicidade às fêmeas em estudo, particularmente àquela na fase luteal, o que é esperado tendo em vista que a 
fase de diestro é a mais prolongado do ciclo estral. No D11, dia das inseminações, as concentrações de 
progesterona foram em média de 0,811 ng/ml. 
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Tabela 3. Concentração sérica de progesterona (ng/ml) e taxas de gestação (%) em vacas Nelore no dia do 
implante (D0) e das inseminações (D11), na Etapa 1 do Grupo Manejado. 

 
Dia 

P4 < 0,5  P4 0,5 – 1,0 P4 > 1,0 
n % n % n % 

D0 19/72 
(0,31±0,15ng/ml) 

57,89a 
(11/19) 

8/72 
(0,61±0,06ng/ml) 

37,50a 
(3/8) 

45/72 
(1,41±0,35ng/ml 

46,67a 
(21/45) 

D11 28/133 
(0,23±0,10ng/ml) 

82,14a 
23/28 

70/133 
(0,72±0,15ng/ml) 

57,14a 
40/70 

35/133 
(1,39±0,33ng/ml) 

8,57b 
3/35 

 
Conclusão 

Conclui-se que as fêmeas com folículos identificados com pequenos à inseminação ou com 
concentrações elevadas de progesterona apresentam baixas taxas de gestação, podendo não serem inseminadas, 
minimizando os custos com sêmen e mão de obra. 
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Abstract 

The economic efficacy of beef cattle is linked to the production of calves, which are destined to the meat 
production or replacement of the herd. Therefore the reproductive efficiency of the bovine females is shown to be 
of great importance, mainly in relation to occurrence of the gestations at certain moments during the 
reproductive season. Fixed Time Artificial Insemination (FTAI) is a biotechnology that optimizes the 
reproductive management and guarantees satisfactory results. In this context, this research aimed to evaluate 
ovulation synchronization protocols (Crestar®, DIB® and variations) used in breeding season, verifying the 
reproductive efficiency of Nelore cows submitted to FTAI. The results obtained from the FTAI program are 
within the predicted average, in which cows submitted to the DIB + BE protocol, used in the latter group, 
showed the best result, with a mean of 55.8% conception rate, being considered the most satisfactory within the 
four protocols used. 
Keywords: reproductive efficiency, biotechnology, farm creates. 
Palavras-chave: eficiência reprodutiva, biotecnologia, fazenda de cria. 
 
Introdução 

Durante os últimos anos, novas tecnologias aplicadas à reprodução animal, dentre elas, a inseminação 
artificial em tempo fixo (IATF), têm contribuindo de maneira importante para o melhoramento genético. No 
entanto, ainda existem muitas dificuldades para o amplo uso desta biotecnologia, por exemplo, a detecção do 
estro associada à sua incidência noturna, tempo de manejo, uso de mão de obra treinada e taxa de ciclicidade do 
rebanho, prejudicando assim a implantação de programas convencionais de IA. Devido a essas limitações, 
tornou-se de grande interesse econômico nos últimos anos, o desenvolvimento de tratamentos, com emprego de 
alguns fármacos, que tem por objetivo a indução e sincronização do estro e da ovulação. Assim, inúmeros 
protocolos hormonais vêm sendo desenvolvidos para realização da inseminação em tempo pré-determinado com 
taxas de concepção aceitáveis (Sá Filho et al., 2008). Existem várias moléculas de estrógenos disponíveis no 
mercado para utilização em protocolos de sincronização de cio. Os principais são: 17β estradiol, benzoato de 
estradiol (BE), valerato de estradiol (VE) e o cipionato de estradiol (CE). Cada um deles tem um metabolismo 
diferente, alterando sua meia vida. Normalmente os estrógenos estão sempre associados aos progestágenos nos 
protocolos de sincronização do estro (Santin, 2010). Diante destas considerações, esta pesquisa tem como 
objetivo avaliar diferentes protocolos de sincronização de ovulação (Crestar®, DIB® e suas variações) utilizados 
em estação de monta, verificando a eficiência reprodutiva de vacas Nelore submetidas à IATF. 
 
Material e Métodos 

O estudo foi realizado na fazenda Sagrisa localizada no município de Codó (MA), mesorregião central 
maranhense. Foram utilizadas durante o experimento 2.377 fêmeas da raça Nelore (Bos indicus), com escore de 
condição corporal (ECC) entre 2,5 a 4 (escala de 1 a 5), com período pós parto de 45 a 60 dias, distribuídas em 
quatro tratamentos. No Dia D0 do protocolo experimental alguns animais receberam dispositivos auricular 
(Crestar®, 3 mg de Norgestomet) e intravaginal (DIB®, 1 mg de P4) associado a 2 mg valerato de estradiol (VE) 
ou 2 mg de Benzoato de estradiol (BE), aplicados por via intra-muscular. Para os animais que receberam DIB® e 
Crestar® associado com BE, a retirada dos dispositivos foi realizada no D8, juntamente com a aplicação de 0,75 
mg de D cloprostenol (prostaglandina), 1 mg de cipionato de estradiol (CE) e 300 UI de eCG, enquanto os 
animais que receberam os mesmos dispositivos citados com associação de VE, a retirada foi realizada no D9 
com aplicação de somente 300 UI de eCG. Todas as fêmeas foram inseminadas em tempo fixo nos dias D10 e 
D11, respectivamente, num intervalo máximo de 4 horas (48 a 52 horas após a retirada dos dispositivos). As 
partidas de sêmen dos touros utilizadas em experimento foram previamente analisadas e estavam de acordo com 
os critérios recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 1998). O diagnóstico de 
gestação foi realizado por ultra-sonografia (CHISON D600VET, USProducts do Brasil, transdutor linear 
transretal de 5,0 MHz) aos 30 dias após a IATF. Para análise estatística da variável taxa de concepção foi 
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adotada a distribuição binomial de Poisson (gestantes e não-gestantes; GUIDED DATA ANALYSIS do SAS®; 
SAS, 2001). 
 
Resultados e Discussão 

De acordo com os resultados obtidos neste experimento, pôde-se observar influência da categoria 
animal sobre o desempenho reprodutivo de fêmeas de corte, conforme relatado por diversos trabalhos de 
pesquisa (Whisnant et al., 1986; Brauner et al., 2008). De acordo com os dados da tabela 1, a taxa de concepção 
das vacas Nelore submetidas a diferentes protocolos de sincronização de ovulação (DIB vs. Crestar vs. DIB +VE 
vs. Crestar + BE) para IATF, foram variantes. Durante todo o período de estação de monta (90 dias), as 552 
primíparas com o protocolo CRESTAR+VE, 278 (49%) ficaram gestantes, assim como as 1.038 nulíparas com o 
protocolo CRESTAR+BE, 502 (48%), as multíparas, das 787 vacas, com o protocolo DIB+VE, 113 (50,5%) e 
com DIB+BE, 315 (55,8%) também ficaram gestantes, concluindo que a categoria animal afetou a taxa de 
gestação. A taxa de concepção das multíparas foi superior a das primíparas e das nulíparas. A taxa de concepção 
em primíparas foi inferior às multíparas provavelmente ao fato desta categoria animal ser mais exigente em 
relação ao manejo, já que necessitam de maior atenção quanto aos requerimentos nutricionais, pois precisam de 
maior ingestão de energia para atender as necessidades de crescimento, lactação e reprodução (Spitzer et al., 
1995). Outro fator importante é a variação do escore corporal, durante a estação de monta que influencia a 
retomada da atividade cíclica ovariana e a taxa de concepção (Swayer et al., 1991). Com isso, melhores 
condições nutricionais resultam em altas taxas de prenhez em vacas primíparas (Lobato, 1998; Lobato et al., 
2000). Em relação aos protocolos utilizados, o da categoria de multíparas, protocolo DIB+BE foi o de melhor 
resultado, com 55,8% de taxa de concepção, sendo considerado o mais satisfatório dentro dos quatro protocolos 
utilizados. 

 
Tabela 1. Taxa de concepção em vacas Nelore (Bos indicus) com diferentes categorias, protocolos de 
sincronização de ovulação para IATF e total de animais prenhes, Codó – MA. 

Categoria Protocolos Prenhes Total % concepção 

Primíparas CRESTAR + VE 278 552 50,4 

Nulíparas CRESTAR + BE 502 1038 48,4 

Multíparas 
DIB + VE 113 223 50,5 
DIB + BE 315 564 55,8 

 
Consideração final 

Os resultados da IATF na Fazenda Sagrisa estão dentro da média prevista, mas pode ser melhorada por 
questões de manejo. Pois a taxa de concepção foi afetada pela categoria animal, o que pode indicar que as 
primíparas precisam de uma maior atenção em relação as suas exigências nutricionais, para que sua fertilidade 
não seja comprometida. O protocolo DIB+BE, utilizado na última categoria foi o de melhor resultado, com 
55,8% de taxa de concepção, sendo considerado o mais satisfatório dentro dos quatro protocolos utilizados. 
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Abstract 

This study evaluated the efficacy of a long term progesterone protocols associated with PGF2a and 
GnRH by measurement of follicular diameter (FD) in D14, D22 and D30; time between the end of treatment and 
the onset of estrus and conception rate in groups of Girolando heifers and Girolando cows (N1 and N2, V1 and 
V2). On D30, the diameter of FD for the groups V1, V2, N1 and N2 was 13.3 ± 0,11mm, 13.8 ± 0.14 mm, 0.10 
mm and 13.7 ± 12.7 ± 0.49mm respectively. The time between the end of the treatment and the onset of estrus for 
the groups V1, V2, and N1, N2 was 115,2hs, 103,2hs, 127,2hs, 129,6hs, respectively. Based on the results it can 
be concluded that the protocols were efficient for obtaining a dominant follicle in the PGF2a application day 
favoring a good conception rate. 
Keywords: folicular diameter, Girolando, progesterone. 
Palavras-chave: diâmetro folicular, Girolando, progesterona. 
 
Introdução 

Atualmente exige-se dos pecuaristas eficiência máxima na produção para garantia de retorno 
econômico. Desta forma, índices elevados de produção, associados à alta eficiência reprodutiva, devem ser 
metas que norteiem os técnicos e criadores para alcançar maior produtividade e retorno econômico satisfatórios 
na atividade (Baruselli, 2004).  

A sincronização do estro e inseminação artificial (IA) fornece aos produtores ferramentas de gestão 
eficazes para maximizar o potencial reprodutivo de novilhas e vacas de seu rebanho incorporando genética 
superior em suas operações. No entanto, os produtores têm sido relutantes em implementar estas tecnologias, 
devido a limitações de tempo e trabalho. Portanto, o desenvolvimento de protocolos de sincronização de estro, 
que limitem o tempo e o trabalho, favorecem a adoção dessas tecnologias (Leitman et al., 2009).  

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar índices reprodutivos em novilhas e vacas da 
raça Girolando após o emprego de um protocolo longo à base de progesterona. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado na Fazenda Boa Vista, Zona Rural de Esperança-PB. Foram utilizadas 20 
novilhas Girolando nulíparas com idade variando entre 16 e 22 meses e 20 vacas Girolando em lactação entre 40 
e 60 dias pós-parto com bom histórico de fertilidade. Todos os animais apresentaram um escore corporal entre 3 
e 3,5 (escala de 1 a 5) segundo Ferreira et al. (1990). Os animais foram divididos aleatoriamente em dois 
tratamentos (Fig. 1), no início do experimento (D0), as novilhas atribuídas ao Grupo N1 (n = 10) e as vacas 
atribuídas ao grupo V1 (n = 10) receberam um dispositivo intravaginal CIDR® contendo 1,9g de progesterona, 
por 14 dias (D0 – 14) seguido pela aplicação de 100mg IM de um análogo do GnRH no dia 23 e 530mg IM  de 
um análogo da prostaglandina no dia 30. As novilhas atribuídas ao Grupo N2 (n = 10) e as vacas atribuídas ao 
Grupo V2 (n = 10) receberam a mesma dose de progesterona que os grupos anteriores, por 14 dias (D2-16) 
seguido pela aplicação de 100mg IM de um análogo do GnRH no dia 23 e 530mg IM de um análogo da 
prostaglandina no dia 30.  

A inseminação artificial (IA) foi realizada aproximadamente 12 horas após o início do estro. Para o 
acompanhamento da dinâmica folicular as fêmeas foram avaliadas por ultrassonografia transretal, com aparelho 
Aquila equipado com um transdutor linear de 7,5 MHz, Pie Medical, de quatro em quatro dias após a retirada do 
dispositivo contendo Progesterona. A taxa de concepção à IA foi determinada 60 dias após as inseminações 
artificiais. 
Os dados foram analisados pelo programa estatístico SPSS 16.0, empregando-se a análise de variância 
(ANOVA). Sendo evidenciada diferença estatística, foi aplicado o teste de Turkey para os contrastes entre as 
médias. A variável taxa de concepção foi analisada pelo teste Qui-quadrado. 
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Figura 1. Esquema dos Protocolos para os grupos experimentais N1, V1 e N2, V2 

 
Resultados e Discussão 

O diâmetro folicular no D14 (Tab. 1), dia da retirada do implante, para o grupo V1 foi de 18,1mm e de 
19,0mm para o grupo V2. Já o grupo N1 apresentou média de 14,0mm enquanto que o grupo N2 apresentou 
média de 12,9mm, observando-se diferença estatística entre os grupos (P < 0,05). 

No D22, dia anterior à aplicação de GnRH, o diâmetro folicular médio do Grupo V1 foi de 12,5mm, 
enquanto que no grupo V2 foi de 11,5mm. Resultados semelhantes foram encontrados por Coutinho et al. (2007) 
que utilizaram vacas da raça Guzerá pluríparas, e obtiveram na segunda onda folicular o diâmetro máximo do 
folículo dominante de 10,30±0,36mm. 

 
Tabela 1. Comparação entre diâmetro folicular em novilhas e vacas da raça Girolando submetidas a tratamento 
com protocolo longo de progesterona.  

Diâmetro máximo em (mm) Grupo V1 Grupo V2 Grupo N1 Grupo N2 
D14 18,1 ± 0,09ª 19,0 ± 0,09ª 14,0 ± 0,06b 12,9 ± 0,07b 
D22 12,5 ± 0,15ª 11,5 ± 0,13ª   9,0 ± 0,13ª 10,0 ± 0,05ª 
D30 13,3 ± 0,11ª 13,8 ± 0,14ª 13,7 ± 0,10ª 12,7 ± 0,49ª 

a,bLetras minúsculas diferentes na mesma linha representam diferenças significativas (P < 0,05). 
 
O diâmetro folicular no D30, dia da aplicação da PGF2α, para o Grupo V1 foi de 13,3mm, enquanto 

que no V2 foi de 13,8mm. Esses resultados assemelham-se com os de Figueiredo et al. (1997)  que encontraram 
valores entre 11 e 12mm para os folículos pré-ovulatórios de vacas Nelore durante o ciclo estral normal. As 
novilhas do Grupo N1 apresentaram média de FD de 13,7mm e Grupo N2 apresentaram média de 12,7mm. 
Garcia e Salaheddine (2001) verificaram média de 13,60mm para o folículo ovulatório de novilhas da raça 
Holandesa.  

O efeito positivo da presença de um folículo pré-ovulatório >10 mm sobre o desempenho reprodutivo 
de vacas Bos indicus já foi discutido em outros trabalhos. Gimenes et al. (2008) reportaram uma resposta 
ovulatória acima de 90% quando os folículos pré-ovulatórios atingem diâmetros superiores a 10 mm 
posteriormente, Sá Filho et al. (2010) demonstraram que a taxa de prenhez aumentou significativamente quando 
o tamanho dos folículos pré-ovulatórios foram superiores a 14,4 mm. Desta forma pode-se inferir que no 
presente estudo os diâmetros atingidos pelo folículo ovulatório favoreceram tanto a exibição de estro quanto a 
ovulação.  

Ao se avaliar o tempo entre o final do tratamento e o início das manifestações de estro, os grupos 
experimentais V1 e V2 apresentaram média de 115,2 h e 103,2 h, respectivamente enquanto que os grupos 
experimentais N1 e N2 apresentaram médias de 127,2 h e 129,6 h, respectivamente, não se observando diferença 
estatística (P=0,82). Ampla variação no intervalo da aplicação de prostaglandina ao início do estro também foi 
observada por Fuentes et al. (1998) em animais mestiços (72 a 168 h). 

A taxa de concepção foi avaliada 30 dias após a inseminação de todos os animais, para os grupos de 
vacas as médias foram V1 de 70% e V2 foi de 80%, enquanto que para as novilhas foram N1 70% e N2 60%, 
não se observou diferença estatística (P=0,47). Esses dados corroboram a afirmação de Baruseli et al. (2004), de 
que os protocolos hormonais aplicados em vacas no pós-parto, possibilitam que a maior parte do rebanho retorne 
a ciclicidade e fique prenhe em um período reduzido de tempo. 
 
Consideração final 

Podemos concluir que os protocolos utilizados foram eficientes para promover o crescimento folicular e 
consequentemente, obter uma taxa de concepção eficiente. As vacas apresentaram folículos de diâmetro maior 
quando comparado com as novilhas e a média do tempo entre o final do tratamento e o início do estro é menor 
em vacas do que em novilhas. 
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Abstract 

The use of frozen semen for PIVE is not fully utilized, as usually using a full dose of semen being wasted 
a large number of sperm that could be used in other PIVE, for these reasons, the objective of this work was to 
evaluate the fractionation of 0.25 ml straws in frozen bovine semen doses, divided into four equal sections for 
later use in IVF technique in order to avoid wasting sperm present in the straw. Motility, vigor and sperm 
concentration analyzes were performed. There was observed no effect of vane fractionation process on sperm 
parameters evaluated, such as motility 58,75%±7,6, vigor 2,75±1,6, and spermatic concentration average 
(3,7x106) between the sectioned parts. Thus, it is concluded that the semen dose fractionation method of 
cryopreserved bull into four sections is viable for in vitro fertilization techniques, provided that there is no 
compromise on the number and viability of sperm cells. 
Keywords: fractionated dose, IVP embryos. 
Palavras chave: dose fracionada, PIVE. 
 
Introdução 

A produção in vitro de embriões (PIVE) vem se tornando a biotécnica reprodutiva de eleição em virtude 
de proporcionar a maximização do número de descendentes com elevado valor zootécnico, acelerando o 
progresso genético dos rebanhos (Neves et al., 2010). A produção de embriões através da ovium pick up (OPU) 
seguida da PIVE na América do Sul corresponde a 72,7% da produção mundial, sendo o Brasil o maior produtor 
com cerca de 70% do total mundial (IETS, 2014; Blondin, 2015). Vários estudos têm sido realizados na tentativa 
de incrementar a eficiência da PIVE, entretanto, o número de células que atinge o estágio de blastocisto ainda 
dificilmente supera 40%, além de que, a presença de fatores limitantes quanto ao uso da técnica impedem sua 
utilização em maior escala, como é o caso do custo elevado, sendo necessários estudos que viabilizem a redução 
dos gastos sem alterar o desempenho da técnica (Lonergan; Fair, 2008).  

A utilização de uma dose de sêmen congelado para a PIVE pode se tornar subutilizada, quando o 
número de doadoras é pequeno, ou quando a quantidade de oócitos obtidos por OPU for reduzida, ou ainda 
quando diferentes doadoras são fertilizadas com sêmen de diferentes reprodutores, visando produtos com 
variadas características e aptidões, visto que, geralmente, independente do caso, no mínimo uma dose de sêmen 
será utilizada para este procedimento, sendo neste caso desperdiçado um grande número de espermatozóides 
potencialmente férteis da dose utilizada (Reichenbach et al., 2008). 

Visando maximizar o aproveitamento do número máximo de espermatozóides das doses de sêmen 
congelado, o presente trabalho objetivou avaliar as possíveis alterações nos parâmetros seminais ocorridos após 
o fracionamento das doses, além de avaliar seu potencial para ser utilizado em programas de PIVE, evitando-se o 
uso imediato de toda a dose em um único procedimento, melhorando consideravelmente o custo/benefício da 
PIVE. 
 
Material e Métodos 

O experimento foi realizado na Central de Biotecnologia de Reprodução Animal (CEBRAN-UFPa), 
localizada no município de Castanhal, Estado do Pará. Foram utilizadas 20 doses de sêmen de quatro touros 
Nelore, submetidos a colheita de sêmen por meio de vagina artificial.  

Inicialmente foram realizadas avaliações de rotina do sêmen fresco, onde foram observados, motilidade 
progressiva retilínea (%), vigor espermático (1-5), concentração (106 espermatozóides/mL), assim como 
morfologia, segundo classificação do CBRA (2013). As amostras consideradas viáveis foram diluídas em TES, 
para que a concentração final da amostra apresentasse 20x106 espermatozóides/dose. Posteriormente, os ejaculados 
considerados viáveis foram envasados em palhetas de 0,25 ml e submetidos ao equilíbrio por 3 horas a 5ºC em 
posição horizontal, seguido de permanecia por 20 minutos no vapor de nitrogênio líquido, para posteriormente as 
doses de sêmen serem imersas em nitrogênio líquido a -196ºC até o processo de fracionamento.  
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Para o fracionamento as palhetas de 0,25 ml foram manipuladas sob o vapor de nitrogênio líquido, onde 
inicialmente foram retirados suas extremidades com limite de 17 mm do lado do êmbolo da palheta e 5 mm do 
lado da esfera de aço, ficando a palheta com 111 mm de comprimento total que foi dividido em 4 partes iguais, 
medindo aproximadamente 27 mm e contendo em torno de 0,06 ml de sêmen diluído em cada fração. Os cortes 
foram realizados utilizando-se tesoura e pinça em aço inox previamente esterilizados, e um suporte criado a 
partir de um aplicador de IA, modelo universal, cujo tamanho foi preparado para o encaixe das palhetas de 
sêmen, dando suporte para a medida e para o corte das mesmas. 

Após o fracionamento das amostras, cada parte da palheta de 27 mm foi colocada dentro de um criotubo 
de 2 ml aquecido sendo o mesmo colocado sobre placa aquecida à 40ºC por 20 segundos para a completa 
descongelação do sêmen. Em seguida as amostras foram avaliadas quanto a motilidade e o vigor. A verificação 
da concentração espermática pós-descongelação foi realizada através da contagem de uma alíquota em câmara 
de neubauer.  

Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) com nível de significância de 1% (p<0,01) 
e as diferenças entre médias comparadas pelo teste Tukey (5%). 
 
Resultados e Discussão 

A avaliação inicial das amostras do sêmen fresco revelou médias de 80% de motilidade progressiva 
retilínea, vigor 3 e 70% de espermatozoides morfologicamente normais, demonstrando que o sêmen estava apto 
ao processo de criopreservação. Para os parâmetros de motilidade e vigor do sêmen congelado, não houve efeito 
significativo (P > 0,01) nas características avaliadas do sêmen após a realização dos respectivos cortes, visto que 
as amostras imediatamente após o processo demonstraram motilidade e vigor (58,75%±7,58 e 2,75±1,24, 
respectivamente), assim como, a patologia espermática (38,74±5,24) compatíveis com os padrões mínimos 
sugeridos pelo CBRA para a avaliação do sêmen bovino descongelado. Resultados semelhantes foram 
encontrados por Rodrigues et al. (2012) que compararam doses de sêmen convencionais e fracionadas, e 
obtiveram valores de motilidade de 54,3% e 58,1%, respectivamente, e vigor de 3,0 para ambos os grupos, além 
disso, não observaram diferenças nas taxas de concepção das vacas inseminadas com doses fracionadas e 
convencionais. Araújo (2010), realizando trabalho semelhante, entretanto com o fracionamento da dose de 
sêmen congelada em duas partes, observou resultados superiores para motilidade (67,8%) e vigor espermático 
(3,0).  

As concentrações espermáticas de cada parte medindo 27 mm com 0,06 ml de sêmen congelado, não 
apresentaram diferença significativa (P > 0,05) entre elas (3,7x106±1,4x106; 4,3x106±1,8x106; 3,8x106±0,9x106; 
3,0x106±0,8x106 espermatozóides/ml, para a primeira, segunda, terceira e quarta partes, respectivamente (Fig. 1). 
Camargo et al. (2000), utilizaram quatro concentrações espermáticas diferentes para a FIVE (0,5; 1,0; 2,0 e 
4,0x106 espermatozóides/ml), onde as taxas de clivagem foram semelhantes (44,7%, 55,9% e 52%, 
respectivamente), exceto, na menor concentração avaliada (0,5x106) que apresentou taxa de clivagem inferior 
(31%). No entanto, Coelho (2000) utilizando na FIVE uma concentração espermática mais elevada (5x106) 
atingiram 60,5% de clivagem, assim como, Ramos et al. (2000) que utilizaram 4x106 e alcançaram 72,9% de 
clivagem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 1. Concentrações médias de espermatozóides em cada porção do fracionamento da palheta de 0,25 ml. 
Valores com diferentes letras sobrescritas nas colunas diferem significativamente (P < 0,05). 

Camargo et al. (2000) citam que elevadas concentrações tendem a aumentar a taxa de polispermia e 
reduzir o potencial de desenvolvimento dos oócitos devido à presença de enzimas hidrolíticas e radicais livres 
provenientes dos espermatozoides mortos. A concentração espermática ideal preconizada para a FIVE é de 
1,0x106 espermatozóides/ml (Rheingantz et al., 2006). Levando em consideração que a média geral de 
espermatozóides de cada divisão da palheta do presente estudo foi de 3,7x106, sendo que deste total 58,75% dos 
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espermatozóides apresentavam motilidade progressiva retilínea, ainda assim, esta amostra estaria acima da 
concentração mínima necessária para a utilização da dose para a FIVE.  
 
Conclusão 

Os parâmetros espermáticos estudados não foram comprometidos pelo fracionamento das doses de 
sêmen congelado em quatro partes iguais, demonstrando ser um método viável a ser utilizado na FIVE, 
entretanto são necessárias mais pesquisas para avaliar o melhor desenvolvimento dessa técnica e sua avaliação in 
vitro. 
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Abstract 

The objective of this study was to evaluate if the progesterone device (P4) of 3rd use would be efficient 
to induce the cyclicity and consequent pregnancy rate in nelore heifers. We used 65 animals with a mean weight 
of 338 kg. All kept in the same environmental and handling conditions. The induction of estrus was performed in 
33 females with P4 implant of 3rd use, thus forming Group 1 (G1 = 33), those that did not receive the implant 
were allocated in Group 2 (G2 = 32). Thirty-two days post-induction protocol was performed on all animals for 
TAI. The data collected were tabulated in electronic spreadsheets and evaluated in the SAS software (2010). The 
TAI pregnancy rate was 21.21% (G1) (7/33) and 46.88% (15/32) for (G2) (P < 0.05). Thus suggesting that prior 
induction to puberty with P4 device of 3rd use was not effective. 
Keywords: Reproductive efficiency, heifers, puberty. 
Palavras-chave: Eficiência reprodutiva, novilhas, puberdade. 
 
Introdução 

Puberdade ou idade ao primeiro parto, constitui-se um dos parâmetros mais confiáveis quando se deseja 
mensurar e elevar a eficiência reprodutiva do rebanho, pois expressa, em linhas gerais, o melhor índice para 
avaliação da fertilidade inerente a uma fêmea (Marson et al.; apud Silva Filho et al., 2007). Vários fatores podem 
influenciar o momento em que a puberdade é manifestada dentre eles pode-se mencionar a genética, o estado 
nutricional, o ambiente e o efeito touro. No entanto, faz-se necessário o conhecimento sobre como estes fatores 
podem interferir no início da puberdade para que, a partir daí, produtores e profissionais ligados ao setor 
pecuário possam adotar medidas de manejo que visem reduzir a idade à puberdade em novilhas (Silva Filho et 
al., 2007). 

O objetivo deste estudo foi avaliar se a progesterona de 3º uso seria eficiente para induzir a ciclicidade e 
consequente taxa de prenhez em novilhas nelore púberes. 
 
Material e Métodos 

O presente trabalho foi realizado na cidade de Tucuruí no sudeste do estado do Pará. Foram utilizadas 
65 novilhas nelore com idade média de 22 meses, peso médio de 338 kg e média de escore de condição corporal 
(ECC) de 3,2. Todas foram mantidas sob as mesmas condições ambientais e de manejo, com pastagem de capim 
Braquiarão (Brachiaria Brizantha cv Marandu) e Mombaça (Panicum maximum) com sal mineral e água ad 
libitum. 

Todos os animais passaram por exame ginecológico antes do início do estudo. De forma aleatória foi 
realizado a indução do cio em 33 fêmeas que receberam um Dispositivo Intravaginal Bovino, de progesterona, 
P4, (DIB®, Zoetis-Syntex AS, Argentina) de 3º uso, no dia zero (D0), no dia dez (D10) foi retirado o implante e 
administrado 1 mg de Benzoato de Estradiol (BE) (Gonadiol®, Coopers, São Paulo, Brasil), formando o Grupo 1 
(G1= 33) e as que não receberam o dispositivo foram alocadas no Grupo 2 (G2=32). Trinta e dois dias após a 
indução foi realizado a sincronização de todos os animais e posterior IATF. O protocolo de IATF utilizado foi 
com implante auricular, Norgestomet 3.0mg (Crestar®, MSD Animal Health, São Paulo, Brasil) 1° uso, por via 
subcutânea, e administração de 2 mg de BE  no dia zero (D0), no oitavo dia (D8) foi retirado do implante e 
administrado 265 mg de Prostaglandina, Cloprostenol (Ciosin®, MSD animal health, São Paulo, Brasil) e 300 UI 
de Gonadotrofina coriônica equina (eCG) (Novormon®, Zoetis-Syntex AS, Argentina), no dia nove (D9) foi 
administrado 1 mg de BE e 24h após, no décimo dia (D10), foi realizada a IATF.  
Os dados colhidos das fichas individuais foram tabulados em planilhas eletrônicas e avaliados no software SAS 
(2010). Para a análise das diferentes condições experimentais, a análise de variância (ANOVA) e o pós-teste de 
Tukey foram utilizados, adotando-se o nível de significância de 5%. 
 
Resultados e Discussão 

A taxa de prenhez após IATF das novilhas induzidas com progesterona de 3º uso (G1) foi de 21,21% 
(7/33) e o (G2) foi de 46,88% (15/32), ocorrendo diferença significativa, tabela 1, (P < 0,05). Não houve 
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variação significativa quanto a influencia do sêmen, escore de condição corporal e peso sobre a taxa de prenhez 
inicial.  

Silva Filho (2006) obteve taxa de prenhez melhor que este estudo ao utilizar um método de indução de 
puberdade, associada a sincronização de cio e com a utilização de P4, E2 e ECG (análogo do GnRH). No dia 
zero, introduzir o progestágeno (CIDR) e injetar 2mg de BE. No dia 9, retirar a P4 e aplicar 200UI de eCG e 
inseminar 54 horas após a remoção do progestágeno. 90% das novilhas apresentaram sinais de estro 42 horas 
após a remoção do implante. Este protocolo apresentou 52% de prenhez.  
 
Tabela 1. Taxa de prenhez de novilhas submetidas indução a maturidade sexual e a IATF de 4 manejos. 

Grupos N Prenhez Positiva Prenhez Negativa 
G1 33 21,21% 78,79% 
G2 32 46,88% 53,12% 

Sendo observada influência significativa da raça para esta variável (P < 0,05). 
 
Ambrose et al. (2005) obtiveram uma taxa de prenhez de 66,1% em novilhas púberes utilizando um protocolo 
hormonal com CIDR-B® e Cipionato de Estradiol, resultado superior ao encontrado neste experimento.  
A taxa de prenhez final após repasse com touro foi de 42,42% (14/33), para as novilhas do G1 e de 59,37% para 
as do G2, com média geral de 50,77% (33/65), não diferindo estatisticamente (Tab. 2).  
 
Tabela 2. Taxa de prenhez final, com IATF e repasse do touro. 

Grupos N Prenhez Positiva Prenhez Negativa 
G1 33 42,42% 59,37% 
G2 32  57,58%  40,63% 

Não sendo observada influência significativa da raça para esta variável (P > 0,05). 
 
Conclusão 

O tratamento à indução previa a maturidade sexual e a taxa de prenhez com progesterona de 3º uso, não 
foi efetivo.  
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Abstract 
The aim of the study was to evaluate the influence of follicular population (PF) in the TAI of D0 in the 

pregnancy rate of Nelore PO cows. 36 cows were used, divided into two groups (≤ 10 and> 10 follicles) were 
submitted to the following protocol. In the D0 was introduced intravaginal P4 implant (DIB® 1g; Zoetis) and 
applied 2mL BE (Gonadiol®; Zoetis). In D8 was removed the implant and applied 300 IU (1.5 mL) of eCG 
(Novormon®; Zoetis) and 2.0 mL of PGF2a (Ciosin®, Zoetis). In the D9 was applied 1mL BE (Gonadiol®; 
Zoetis) and 24h after TAI was made. The cows were subjected to ultrasound examinations Transvaginal in D0 to 
PF score. Pregnancy diagnosis was performed 30 days after TAI. The data were analyzed by SAS software 
(2009) and the pregnancy rate was compared using the chi-square test (P < 0.05). The pregnancy rate for PF 
≤10 group was 54.55% and the PF group> 10 was 28.57% in the D0, with no statistical difference (P > 0.05). 
 
Keywords: Nelore, follicular population, TAI. 
 
Introdução 

Segundo os dados do IBGE, o efetivo de bovinos em 2014 foi de 212,34 milhões de cabeças, obtendo 
um aumento de 0,3% em relação ao ano anterior. A região Centro-Oeste foi a que apresentou o maior índice 
desse rebanho com 33,5% desse total. 

A Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF) é uma das biotécnicas mais utilizadas no rebanho 
nacional atualmente e se apresenta como ferramentas de maior impacto no melhoramento genético, no aumento 
da produtividade e da rentabilidade dos bovinos (Sá Filho et al., 2012). Baruselli et al. (2012) relatam que uma 
das possibilidades de se superar os índices de prenhez é a associação dos resultados alcançados na IATF com a 
população folicular antral em bovinos. 

Ireland et al. (2011), afirmam que a quantidade de folículos antrais tem efeito sobre a qualidade 
oocitária e embrionária, além de afetar a capacidade de síntese de progesterona e de crescimento endometrial, em 
fêmeas taurinas com número consistentemente baixo de folículos. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência do número de folículos na taxa de prenhez de 
vacas Nelore PO submetidas à IATF no nordeste paraense. 
 
Material e Métodos 

O presente trabalho foi realizado no município de Maracanã, localizado na região nordeste paraense, no 
período de 02 a 12 de julho de 2014. Foram utilizadas 36 vacas, divididas em dois grupos (≤ 10 e > 10 folículos), 
submetidas ao seguinte protocolo. No D0 foi introduzido implante intravaginal de P4 (DIB® 1g; Zoetis) de 1º 
uso associado a aplicação IM de 2mL de BE (Gonadiol®; Zoetis). No D8 foi retirado o implante e aplicado 
300UI (1,5mL) de eCG (Novormon®; Coopers Zoetis) e 2,0mL de PGf2α (Ciosin®, Zoetis). No D9 foi aplicado 
1mL de BE (Gonadiol®; Zoetis) e 24h após foi feita a IATF. As vacas foram submetidas a exames 
ultrassonográfico por via transvaginal no D0 para contagem da população folicular. O diagnóstico de gestação 
foi realizado 30 dias após a IATF. Os dados foram avaliados através de software especializado SAS (2009) e as 
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey (P < 0,05). A taxa de prenhez foi comparada pelo teste de Qui-
quadrado (P < 0,05). 
 
Resultados e Discussões 

A taxa de prenhez para o grupo que apresentou ≤10 folículos foi de 54,55% (12/22) e para o grupo que 
apresentou >10 folículos foi de 28,57% (4/14) no D0, não havendo diferença estatística (P > 0,05). 

Cushman et al. (2009) observaram diferenças significativas entre as taxas de prenhez na PF de fêmeas 
taurinas, sendo de 85,5% (84) e 94,5% (178) para os animais que apresentaram até 15 folículos e acima de 25 
folículos respectivamente. Os resultados desses autores mostraram-se superiores aos do presente estudo. 

Rodrigues et al. (2013) trabalhando com 481 fêmeas Nelore, não observaram diferença estatística na 
taxa de prenhez de vacas com baixa, média e alta PF, sendo a taxa de 29,34%, 29,33% e 29,27% 
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respectivamente. Esses resultados são inferiores quando comparados aos do presente estudo. 
 
Conclusão 

O número de folículos presentes nos ovários no D0 da IATF não influenciaram na taxa de prenhez de 
vacas Nelore de elite. 
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Abstract 

The objective was to evaluate the influence of the largest follicle diameter (DMF) in the TAI D10 
pregnancy rate of Nelore PO cows. 36 females were used, divided into two groups (≤ 10mm and> 10mm) in the 
following protocol. In the D0 was introduced intravaginal P4 implant (DIB® 1g; Zoetis) and applied 2mL BE 
(Gonadiol®; Zoetis) IM. In D8 was removed the implant and applied 300 IU (1.5 mL) of eCG (Novormon®; 
Zoetis) and 2.0 mL of PGF2a (Ciosin®, Zoetis). In the D9 was applied 1mL BE (Gonadiol®; Zoetis) and 24h 
after TAI was made. Females were subjected to ultrasound examination by transvaginal the D10 for 
measurement of DMF. Pregnancy diagnosis was performed 30 days after TAI. Data were evaluated using SAS 
software (2009) and the pregnancy rate was compared using the chi-square test (P < 0.05). The pregnancy rate 
for the group with DF ≤10 mm was 16.6% (6/36) and> 10 mm was 27.7% (10/36) with no statistical difference 
(P > 0.05). 
Keywords: Nellore, follicular diameter, TAI. 
 
Introdução 

Com o avanço tecnológico da pecuária, foram desenvolvidos protocolos de sincronização de estro, que 
permitem inseminar um grande número de fêmeas num período de tempo pré-determinado. Esses tratamentos 
são conhecidos como protocolos de inseminação artificial em tempo fixo que são aplicados para o controle das 
ovulações de modo que as inseminações ocorram em horário pré-determinado. Os protocolos de IATF visam 
controlar o crescimento das ondas foliculares, regular a função do corpo lúteo e o momento da ovulação 
(Baruselli et al., 2004; Ribeiro et al., 2009). 

Nos últimos anos, a ultrassonografia trans-retal tem sido frequentemente utilizada, na maioria das vezes, 
em estudos científicos que caracterizam a dinâmica folicular durante o ciclo estral, proporcionando entendimento 
das características do desenvolvimento e regressão folicular nos vários estádios (Borges et al., 2003). 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência do diâmetro do maior folículo no D10 na taxa de 
prenhez de vacas Nelore PO submetidas à IATF no nordeste paraense. 
 
Materiais e Métodos 

O presente estudo foi realizado em uma propriedade localizada no município de Maracanã, região 
nordeste paraense, no período de 02 a 12 de julho de 2014. Foram utilizadas 36 fêmeas, divididas em dois grupos 
(≤10mm e >10mm) submetidas ao seguinte protocolo. No D0 foi introduzido implante intravaginal de P4 (DIB® 
1g; Zoetis) de 1º uso associado a aplicação IM de 2mL de BE (Gonadiol®; Zoetis). No D8 foi retirado o 
implante e aplicado 300UI (1,5mL) de eCG (Novormon®; Coopers Zoetis) e 2,0mL de PGf2α (Ciosin®, Zoetis). 
No D9 foi aplicado 1mL de BE (Gonadiol®; Zoetis) e 24h após foi feita a IATF. As fêmeas foram submetidas a 
exames ultrassonográfico por via transvaginal no D10 para mensuração do diâmetro folicular. O diagnóstico de 
gestação foi realizado 30 dias após a IATF. Os dados foram avaliados através de software SAS (2009) e as 
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey (P < 0,05). A taxa de prenhez foi comparada pelo teste de 
Qui-quadrado (P < 0,05). 
 
Resultados e Discussões 

A taxa de prenhez de acordo com o diâmetro do maior folículo presente nos ovários das fêmeas no D10 
da IATF foi de 16,6% (6/36) e 27,7% (10/36) para as que apresentaram diâmetro folicular ≤10mm e >10mm 
respectivamente. 

Pugliesi et al. (2014) trabalharam com 783 vacas da raça Nelore dividido em dois grupos (controle e 
tratado). No grupo controle obteve taxa de prenhez de 41,9% para as fêmeas que apresentaram diâmetro folicular 
<11mm. Esse resultado mostrou-se superior aos do presente estudo tanto para os animais com folículo ≤10mm 
quanto para os com >10mm. 

No grupo tratado, esses mesmos autores obtiveram taxa de prenhez de 42,3% para as fêmeas que 
apresentaram diâmetro folicular <11mm. Esses dados também são superiores aos do nosso estudo. 
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Conclusão 
O diâmetro do maior folículo presente nos ovários das fêmeas no D10 da IATF não influenciou na taxa 

de prenhez.  
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Abstract 

The aim of this research was to evaluate the effects of supplementation of maturation medium with 
captopril in oocyte in vitro maturation (IVM). 470 CCOs were recovered and classified into grades I and II, 
being divided into four groups: G1 (n = 56), that was control group; G2 (n = 152) 20 mM of captopril; G3 (n = 
126) 40 uM of captopril; and G4 (n = 136) 80 uM of captopril, then these were subsequently submitted to IVM 
process for 24 hours at 38.5°C in 5% CO2. After 24 hours of maturation, oocytes were denuded and evaluated 
for the first polar body extrusion and were, therefore, considered matured. The addition of the Captopril in 
medium of oocytes maturation has not improved the IVM rate. 
Keywords: angiotensin, captopril, maturation. 
Palavras chaves: angiotensina, captopril, maturação. 
 
Introdução 

A maturação oocitária é um processo fundamental na produção in vitro de embriões, visto que as etapas 
seguintes do processo são dependentes da maturação completa dos oócitos, porém o sucesso na maturação não 
garante sucesso nos eventos subsequentes (Sirard et al., 2006). Modificações nos meios usados para maturação 
de oócitos constitui uma alternativa para melhorar os índices de produção in vitro. Decifrar os mecanismos 
envolvidos na competência do oócito é um grande desafio da fisiologia reprodutiva (Gilchrist e Thompson, 
2007). 

O captopril é um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), que impede a angiotensina I 
(Ang. I) de ser convertida em angiotensina II (Ang. II). A angiotensina II apresenta uma importante função no 
início da ovulação em bovinos, potencialmente atuando como um mediador intrafolicular do LH, também 
previne o efeito inibitório das células foliculares durante a maturação nuclear in vitro (Barreta et al., 2008). 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementação do meio de maturação com 
captopril na maturação oocitária in vitro. 
 
Material e Métodos 

Os ovários utilizados no experimento foram obtidos de fêmeas bovinas abatidas no Abatedouro e 
Marchantaria Santa Rita, no município de Teresina-PI e transportados até o laboratório em recipiente térmico 
com solução fisiológica 0,9% estéril a uma temperatura de 35ºC. O tempo de transporte do frigorífico ao 
laboratório não foi superior a 30 minutos. No laboratório, os ovários foram lavados com solução fisiológica 0,9% 
a 35ºC e os complexos cumulus-oócitos (CCOs) recuperados por aspiração dos folículos medindo entre 2 a 8 
mm, utilizando agulha descartáveis 25 x 8 mm (21G), acoplado a uma seringa de 10 mL. O líquido folicular 
obtido foi colocado em um tubo tipo Falcon de 15 mL e armazenado em Banho-Maria a 35ºC, durante 15 
minutos para sedimentação. 

Sob fluxo laminar os CCOs aspirados foram depositado em placa de Petri de 100 x 20 mm (Corning  
para pesquisa sob estereomicroscópio de oócitos grau I e II (Viana et al., 2004), que posteriormente foram 
lavados três vezes e colocados em cultura de meio MIV constituído de TCM 199 suplementado (2,4 mM de 
NaHCO3; 2,2 mg/mL de piruvato de sódio; 5 µg/mL de LH; 5 µg/mL de FSH; 100 ng/µl de eGF; 1 µg/mL de 
estradiol; 50 µM de cisteína; 10 % de SFB e 1 % de gentamicina), e adicionado captopril em 0 µM, 20 µM ,40 
µM e 80 µM constituindo os tratamentos, respectivamente. Foram realizados sete repetições e  utilizados 10 a 20 
oócitos por 100 µL/gota. Os CCOs foram incubados em atmosfera de 5% de CO2, a 38,5ºC por 24 horas. 
Para avaliação da taxa de maturação foram avaliados 470 CCOs e, após 24 horas de maturação, os oócitos foram 
desnudados com hialuronidase 0,2% em tampão fosfato salino (PBS) com auxílio de um agitador tipo vortex por 
4 minutos. Os oócitos que extrusaram o 1°corpúsculo polar foram considerados em fase de MII (maturados). 
As taxas de maturação dos CCOs, foram submetidas a análise de variância e comparadas pelo teste de Kruskal 
Wallis (P < 0,05). Todas as análises foram realizadas segundo os procedimentos do PROC GLM pelo software 
SAS® versão 9.0 (2002). 
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Resultados e Discussão 
Este estudo avaliou oócitos bovinos cultivados em quatro suplementações distintas de captopril, sendo a 

eficácia do meio mensurada através do número de oócitos em estágio de metáfase II (maturados).  
O captopril é um antagonista de angiotensina II específico, entretanto, ao ser adicionado ao meio de 

maturação nas concentrações de 0, 20, 40 e 80 µM, não interferiu na porcentagem de oócitos que atingiram o 
estádio de MII após 24 horas de cultivo (P > 0,05) (Tab. 1). A eficácia de diferentes meios de maturação in vitro 
(MIV) no desenvolvimento embrionário tem sido foco de intensa discussão na literatura e objeto de inúmeros 
ensaios comparativos. 

 
Tabela 1. Taxa de maturação de oócitos bovinos com ou sem a adição de captopril no meio de MIV. 

Grupo Taxa de Maturação 
0 µM 38,03a 
20 µM 45,44a 
40 µM 36,67a 
80 µM 31,61a 

*Medianas seguidas de letras iguais não diferem entre-se pelo teste Kruskal Wallis (P < 0,05).  
 
Giometti et al. (2005) mostraram que a Angiotensina II não atua diretamente no oócito, e seu efeito 

positivo sobre a maturação só pode ser observado quando as células foliculares estão presentes no sistema de 
cultivo in vitro.  No presente trabalho não foi utilizado células da teca em co-cultivo com CCOs, por isso 
possivelmente não foi encontrado interferência do inibidor seletivo da ECA na clivagem, maturação e produção 
de embriões. 

Em folículos bovinos, ambos os tipos de receptores de Ang II foram detectados em células da teca, mas 
não em células da granulosa (Brunswig-Spickenheier e Mukhopadhyay, 1992; Acosta et al., 1999), isto explica 
porque o efeito de Ang II ocorreu apenas quando as células da teca estavam presentes no sistema de cultura de 
oócitos (Giometti et al., 2005; Stefanello et al., 2006). 

O Captopril foi utilizado neste estudo como desacelerador da maturação nuclear do oócito. O bloqueio 
da meiose fornece um tempo adicional ao oócito para sofrer alterações bioquímicas e estruturais que permitam 
suportar a fecundação e ter desenvolvimento embrionário normal (Dielemann et al., 2002). 

Considerando as condições experimentais adotadas, concluiu-se que a adição de captopril ao meio de 
MIV de oócitos bovinos não influencia a maturação dos embriões, como evidenciado pelas porcentagens 
similares da maturação oocitária in vitro. 
 
Bibliografia 
Acosta TJ, Berisha B, Ozawa T, Sato K, Schams D, Miyamoto A. Evidence for a local endothelin-
angiotensin-atrial natriuretic peptide systemin bovine mature follicles in vitro: Effects on steroid hormones and 
prostaglandin secretion. Biol Reprod, v.61, p.1419-1425, 1999.  
Barreta MH,  Oliveira JFC, Ferreira R, Antoniazzi AQ, Gasperin BG, Sandri LR, Gonçalves PBD. 
Evidence that the effect of angiotensin II on bovine oocyte nuclear maturation is mediated by prostaglandins E2 
and F2α. Reproduction, v. 136, n. 6, p. 733-740, 2008. 
Brunswig-Spickenheier, B.; Mukhopadhyay, A. K. Characterization of angiotensin-II receptor subtype on bovine 
thecal cells and its regulation by luteinizing hormone. Endocrinology, v. 131, n. 3, p. 1445-1452, 1992. 
Dieleman SJ, Hendriksen PJ, Viuff D, Thomsen PD, Hyttel P, Knijn HM, Wrenzycki C, Kruip 
TA, Niemann H, Gadella BM, Bevers MM, Vos PL. Effects of in vivo prematuration and in vivo final 
maturation on developmental capacity and quality of pre-implantation embryos. Theriogenology, v.57, p.5-20, 
2002. 
Gilchrist RB, Thompson JG. Oocyte maturation: emerging concepts and technologies to improve 
developmental potential in vitro. Theriogenology, v.67, p.6-15, 2007. 
Giometti IC, Bertagnolli AC, Ornes RC, da Costa LF, Carambula SF, Reis AM, de Oliveira JF, Emanuelli 
IP, Gonçalves PB. Angiotensin II reverses the inhibitory action produced by theca cells on bovine oocyte 
nuclear maturation. Theriogenology, v.63, p.1014-1025, 2005. 
SAS. 2002. SAS Software. Version 9.0. Cary, North Carolina: SAS Institute Inc. 
Sirard MA, Richard F, Blondin P, Robert C. Contribution of the oocyte to embryo quality. Theriogenology, 
v.65, p.126-136, 2006. 
Sousa Júnior A. Utilização do captopril e da angiotensina II na produção in vitro de embriões bovinos. 2014. 
75p. Tese (Doutorado em Ciência Animal) - Universidade Federal do Piauí, Programa de Pós-graduação em 
Ciência Animal, Teresina, 2014. 
Stefanello JR, Barreta MH, Porciuncula PM, Arruda JN, Oliveira JF, Oliveira MA, Gonçalves PB. Effect 
of angiotensin II with follicle cells and insulin-like growth factor-I or insulin on bovine oocyte maturation and 
embryo development. Theriogenology, v.66, p.2068-2076, 2006. 

http://www.reproduction-online.org/search?author1=Jo%C3%A3o+Francisco+C+Oliveira&sortspec=date&submit=Submit�
http://www.reproduction-online.org/search?author1=Rog%C3%A9rio+Ferreira&sortspec=date&submit=Submit�
http://www.reproduction-online.org/search?author1=Alfredo+Q+Antoniazzi&sortspec=date&submit=Submit�
http://www.reproduction-online.org/search?author1=Bernardo+G+Gasperin&sortspec=date&submit=Submit�
http://www.reproduction-online.org/search?author1=Luciano+R+Sandri&sortspec=date&submit=Submit�
http://www.reproduction-online.org/search?author1=Paulo+Bayard+D+Gon%C3%A7alves&sortspec=date&submit=Submit�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15710189�
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robert%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16256189�


Congresso Norte-Nordeste de Reprodução Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, PI. Anais...Belo Horizonte: 
CBRA, 2016. 

  

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.278-280, out./dez. 2016. Disponível em www.cbra.org.br  278 

O inibidor de serino protease Antipaina preserva a integridade do acrossoma de 
espermatozoides bovino Curraleiro Pé-Duro durante a criopreservação 
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Abstract 

This study was conducted to evaluate the effect of different concentrations of inhibitor antipain serine 
protease (10 g, 50 ug and 100 ug) in supplementing the dilutive of bovine semen freezing. Thirty-six ejaculated 
four Curraleiro Pé-Duro cattle were used for cryopreservation. The epifluorescence microscopy was used to 
determine the acrosomal integrity and acrosome reaction rate was calculated after sperm were incubated for six 
hours heparin. Spermatozoa cryopreserved in the presence of antipain significantly increased acrosomal 
integrity, as they were able to complete the acrosome reaction in vitro. In conclusion, the inhibitor is antipain 
serine protease is able to preserve the integrity of cryopreserved sperm acrosomal cattle. 
Keywords: bovine, antipain, sperm. 
Palavras-chave: bovino, antipaina, espermatozoide. 
 
Introdução 

O gado bovino Pé-Duro é uma raça nativa do norte e nordeste do Brasil proveniente dos rebanhos da 
Península Ibérica, que foram introduzidas no Brasil durante a colonização Portuguesa no século XVI (Salles et 
al., 2011). A criopreservação de sêmen é parcialmente prejudicial para os espermatozoides de mamíferos, pois 
induz ao choque térmico e osmótico, stress oxidativo e provoca modificações na composição lipídica da 
membrana plasmática, tornando-a mais reativa ao seu ambiente pós-descongelamento e provoca mudanças 
fisiológicas semelhantes à capacitação espermática em bovinos (Miah et al., 2011), o que é conhecido como 
criocapacitação (Reddy et al., 2010).  

As enzimas da família das serino proteases possuem essa nomenclatura devido à presença do resíduo 
serina no sítio ativo da enzima, é a maior família de proteases, com base no conhecimento atual, envolvida no 
processo de fertilização dos gametas de mamíferos (Yanagimachi, 1994). Um papel tem sido proposto para a 
atividade das serino proteases na regulação da penetração do espermatozoide em oócitos de bovinos, mediada 
pela libertação do ativador do plasminogênio tecidual (tPA) do oócito e ativação de plasminogênio em plasmina 
da protease da serina (Rekkas et al., 2002).  

O objetivo deste experimento foi verificar o efeito do inibidor de serino protease Antipaina na 
criopreservação espermática de bovinos Curraleiro Pé-Duro, sobre importantes parâmetros de qualidade 
espermática: Integridade acrossomal e taxa de reação acrossômica (TRA). 
 
Material e Métodos 

Foram utilizados quatro touros da raça Curraleiro Pé Duro, provenientes da Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade de Teresina, Piauí, Brasil. Durante o 
experimento, os touros foram mantidos sob regime extensivo, com acesso a piquetes de capim- mimoso 
(Axonopus purpusii) e capim milhã (Digitaria sanguinalis), água e sal mineral à vontade. As coletadas de sêmen 
foram feitas uma vez por semana, durante nove semanas, com o auxilio de um eletro estimulador controlado 
automaticamente (Biocon ® Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Imediatamente após a 
coleta as amostras de sêmen de cada animal foram colocadas em banho Maria a 37°C e avaliadas separadamente 
quando cor, aspecto, volume, turbilhonamento, motilidade total e vigor, em microscópio de contraste de fase. 
Apenas ejaculados com turbilhonamento ≥ 3; motilidade total ≥ 80%; vigor ≥ 3; concentração espermática ≥ 3,5 
X 109 espermatozoides/mL e patologias espermáticas ≤ 20% foram utilizados nesse estud o. Quando aprovadas, 
amostras dos quatro ejaculados foram misturadas para formação de um pool, logo após a formação do pool, este 
foi divido em quatro alíquotas e diluídas em meio Tris-Gema (37°C) contendo Antipaina (10 µg, 50 µg e 100 
µg), enquanto que uma alíquota sem nenhuma suplementação foi mantida como controle. O sêmen diluído foi 
envasado em palheta de 0,5mL (50 X 106 espermatozóides viáveis por palheta) e congelado em maquina TK 
3000® na curva de congelação rápida (-0,25º C/min, de 25ºC a 5ºC e -20ºC/min, de 5ºC a -120ºC) e, após atingir 
-120ºC, as palhetas foram mergulhadas em nitrogênio liquido (-196º C) e armazenadas em botijão criogênico. 
Após 30 dias de armazenamento as amostras de sêmen foram descongeladas em banho-maria a 37ºC por 30 
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segundos e avaliadas quanto à integridade do acrossoma, utilizando a sonda florescente FITC-PNA e ao teste de 
indução da reação acrossômica, no qual foi realizado adicionando 100 mg de heparina as amostras de sêmen e  
mantidas em estufa (Revco) a 39°C e 5% de CO2 durante 6 horas. Nos intervalos (0 e 6 horas), sub-amostras 
foram tiradas e destinadas às colorações com FITC-PNA. A taxa de reação acrossômica (%RA) foi calculada 
com a seguinte formula: (porcentagem de espermatozóides que sofreram reação acrossômica após 6 horas de 
estimulação – percentagem ao 0 minuto) / (100% - percentagem ao 0 minuto) × 100 (Murase et al., 2001). O 
delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com quatro tratamentos: controle, Antipaina(10), 
Antipaina(50) e Antipaina(100) em nove coletas. Para comparação de média foi utilizado o teste paramétrico de 
Student-Newman-Keuls (SNK), na probabilidade de 5%. As análises foram executadas através do programa 
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013). 
 
Resultados e Discussões 

A integridade acrossomal dos espermatozoides foi influenciada pela criopreservação com diferentes 
concentrações do inibidor de serino protease Antipaina quando comparado com o respectivo grupo controle (Fig. 
1). Na presença de Antipaina (10 µg, 50 µg e 100 µg), a percentagem de espermatozoides com acrossoma intacto 
foi maior em relação ao controle (P < 0,05). Não houve diferença estatística na taxa de reação acrossômica (Fig. 
2) dos tratamentos em relação ao controle. Quando comparados entre os tratamentos, o tratamento Antipaina 10 
µg obteve uma maior taxa de reação acrossômica em relação à Antipaina 100 µg (P < 0,05). 

 

 
Figura 1. Integridade do acrossoma pós-descongelamento de sêmen bovino Curraleiro Pé-Duro criopreservado 
em diferentes concentrações do inibidor de serino protease Antipaina (10, 50 e 100 μg). Diferentes letras na 
coluna indicam diferenças significativas (P < 0,05). 

 

 

Figura 2. Taxa de reação acrosômica pós-descongelamento (T.R.A) de sêmen bovino Curraleiro Pé-Duro 
criopreservado em diferentes concentrações do inibidor de serino protease Antipaina (10, 50 e 100 μg). 
Diferentes letras na coluna indicam diferenças significativas (P < 0,05). 

A melhoria da integridade acrossomal de espermatozoides criopreservados com Antipaina pode ter 
acontecido devido ao efeito inibitório da tripsina sobre a adenil ciclase, iniciando os mecanismos envolvidos 
com a capacitação espermática (Okamura et al., 1990). Espermatozoides que sofrem reação acrossômica são 
capazes de penetrar a zona pelúcida (ZP) e a exocitose do conteúdo acrosomal é um pré-requisito para a 
fertilização bem sucedida (Yanagimachi et al., 1994).  

Estudos anteriores, demonstraram a interferência negativa dos inibidores de serino protease na reação 
acrossômica durante a fertilização in vitro de bovinos (Deppe et al., 2008), fato não evidenciado na presente 
pesquisa. Por isso, consideramos importante o fato da Antipaina ter protegido o acrossoma e não ter sido capaz 
de inibir a reação acrossômica, sendo ideal para ser utilizado no processo de fertilização in vitro de bovinos. 
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Conclusões 
A suplementação do inibidor de serino protease Antipaina, na criopreservação do sêmen bovino, 

preserva a integridade do acrossoma, sem afetar a reação do acrossoma in vitro pós-descongelamento. 
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Abstract 

This study aimed to search for anti-leptospira agglutinins in cattle from the Alvorada do Gurguéia 
Farm School, in the state of Piaui. Blood samples were collected from sixty-five bovines from various ages and 
both sexes. The sorum was obtained by centrifugation of samples and sent to the Laboratory of Phisiopathology 
of Animal Reproduction, located at the Campus Ministro Petrônio Portela, in Teresina – PI, where the 
serological diagnosis was conducted through the microscopic agglutination test by using a colletion of serovars. 
None of the samples were found reactive to any of the serovars used, what shows that bovine leptospirosis is not 
present at the area studied. 
Keywords: rebanho, leptospirose, diagnóstico. 
Palavras-chave: rebanho, leptospirose, diagnosis. 
 
Introdução 

A leptospirose é uma zoonose causada pela infecção de diferentes sorovares de bactérias do gênero 
Leptospira spp. (Coelho et al., 2014), espiroquetas flageladas que podem permanecer por longos períodos em 
água parada ou em solos úmidos (Mims et al., 1999; Melo e Manhoso, 2007). Os sorovares patogênicos 
causadores de infecções no homem e nos animais domésticos pertencem a espécie Leptospira interrogans. A 
partir de 2007 as espécies passaram a ser separadas, baseadas em seu genoma e cada espécie possui uma 
diversidade de sorovares, que são as unidades taxonômicas básicas de classificação, identificados por meio de 
sorologia (Quinn et al., 2005; Machry et al., 2010; Melo et al., 2010; Rolim et al., 2012).  

Cada sorovariedade da bactéria tem uma espécie hospedeira de manutenção, na qual geralmente provocam 
uma doença moderada. Neste caso o hospedeiro libera a bactéria no ambiente por um período longo e variado. 
Essas mesmas sorovariedades, no entanto, podem ter também hospedeiros acidentais, nos quais provocam doença 
mais grave (Quinn et al., 2005). Os reservatórios domésticos mais importantes são os caprinos, ovinos, suínos, 
caninos e bovinos (Simões et al., 2016). Estes últimos são os hospedeiros de manutenção do sorovar hardjo 
(Chiareli et al., 2012), mas podem também ser infectados acidentalmente pelos sorovares pomona, canicola, mitis, 
sejroe, hebdomadis, australis, grippotyphosa e icterohemorragiae (Radostits et al., 2002).A transmissão dentro dos 
rebanhos, principalmente do sorovar hardjo, acontece através de animais infectados, com ou sem sintomatologia 
clínica da doença que eliminam as leptospiras por meio da urina e de restos de aborto e placenta, permanecendo as 
bactérias por período variável no solo e infectando os animais. A monta natural, bem como outros tecidos de 
animais infectados são fontes potenciais de transmissão (Pires, 2010). 

A infecção nas variadas espécies domésticas pode ocorrer de forma direta ou indireta. No primeiro caso, 
quando se tem contato com a urina contaminada dos animais doentes e na forma indireta, por alimentos e água 
contaminada (Ettinger et al., 1992; Quinn et al., 2005). A bactéria pode penetrar pelas mucosas e pele lesada, ou 
ainda pela pele íntegra (Juliano et al., 2000). Penetram no organismo, ganham a corrente sanguínea, seguindo 
para o trato genital, fígado e rins, onde se multiplicam. As bactérias instaladas nos rins não são destruídas pelo 
sistema de defesa e são eliminadas na urina. O sorovar hardjo pode permanecer por meses instalado no sistema 
reprodutor de machos e fêmeas bovinas desencadeando uma série de problemas reprodutivos (Pires, 2010). 

A leptospirose tem grande importância nos rebanhos bovinos, visto os problemas reprodutivos e 
produtivos que ocasiona (Peiter et al., 2015), levando a perdas na reprodução com ocorrência de abortamentos e 
natimortalidade além da diminuição produtiva de leite (Mineiro et al., 2010), retenção de placenta e nascimento 
de animais fracos (Junqueira e Alfieri, 2006). Assim, este trabalho objetivou pesquisar a presença de aglutininas 
anti-leptospiras em rebanho bovino da Fazenda Escola de Alvorada do Gurguéia-Piauí, que pertence a 
Universidade Federal do Piauí, Campus Professora Cinobelina Elvas (CPCE) de Bom Jesus-Piauí. 
 
Material e Métodos 

Foram coletadas amostras sanguíneas para obtenção de soro de 65 (sessenta e cinco) bovinos, de ambos 
os sexos, idades variadas e sem sinais clínicos da infecção. Após centrifugação das amostras e obtenção do soro 
este foi enviado ao Laboratório de Fisiopatologia da Reprodução Animal da Universidade Federal do Piauí, em 
Teresina- PI, onde foi realizado o diagnóstico sorológico pela prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM). 
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Resultados e Discussão 
Das 65 amostras analisadas nenhuma foi reagente a qualquer um dos sorovares utilizados no teste 

diagnóstico. Resultado diferente deste foi encontrado por Mineiro et al. (2010), onde 83,33% (15/18) das fêmeas 
bovinas de um rebanho em Buriti dos Lopes- Piauí, apresentaram aglutininas anti-leptospira, predominantemente 
o sorovar hardjo. Ressalta-se que no rebanho da Fazenda Escola, objeto deste estudo, os animais não 
apresentavam qualquer problema reprodutivo, diferente daquele onde havia histórico de aborto e infertilidade. 
Assim também Coelho et al. (2014), encontraram bovinos reagentes, com predominância do sorovar hardjo, 
analisando amostras de animais abatidos em frigoríficos de São Luís- MA. No Paraná, Hashimoto et al. (2012), 
observaram que alguns fatores estariam associados a maior chance de ocorrência da leptospirose nas 
propriedades, tais como o aluguel de pastos onde a bactéria pode estar sendo disseminada, a compra de 
reprodutores que pode favorecer a introdução de animais infectados, a utilização de piquetes de parição onde os 
animais teriam mais chance de  se contaminar com restos de parto ou aborto, e a presença de equinos que poderia 
favorecer a disseminação do sorovar hardjo. Todos esses fatores estão ausentes na propriedade estudada o que 
ajuda a explicar a ausencia de animais reagentes. As leptospiras tem a capacidade de permanecer em ambientes 
com solos úmidos ou com acúmulo de água (Quinn et al., 2005), uma situação que não ocorre na propriedade 
estudada visto a ausência de áreas alagadiças ou outra condição semelhante.  Também não resistem a altas 
temperaturas e solos secos (Pires, 2010) que são condições constantes em nossa região e, portanto, não 
favoreceriam a manutenção da bactéria no ambiente.  
 
Conclusão 

Conclui-se que não foram encontradas aglutininas anti-leptospira no rebanho bovino estudado, 
demonstrando que a leptospirose não está presente na propriedade. 
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Abstract 

Bovine brucellosis, which is caused by Brucella abortus, is characterized for causing reproductive 
losses. This study aimed to search for antibodies to Brucella abortus in cattle at the Alvorada do Gurguéia Farm 
School, in the state of Piaui, Brazil. Blood samples were collected from sixty five animals either male or female 
and from various ages. After serum was obtained by centrifugation of samples, it was sent to the Laboratory of 
Phisiopathology of Animal Reproduction, located at the Campus Ministro Petrônio Portela, in Teresina – PI. 
There, it was conducted the serological diagnosis through the agglutination test by using the buffered acidified 
plate antigen (BAPA). All samples were found nonreactive to the test, which was possibly caused by the absence 
of some factors that would favor the occurrence of brucellosis in the farm area. Thus, the results show that 
bovine brucellosis is not present in the cattle of the studied area. 
Keywords: brucellosis, reproductive, cattle. 
Palavras-chave: brucelose, reprodutivo, rebanho. 
 
Introdução 

A Brucelose é uma enfermidade causada por bactérias do gênero Brucella, que pode acometer várias 
espécies de animais domésticos e, devido seu caráter zoonótico, também o homem (Brasil, 2006).  No Brasil a 
doença apresenta uma distribuição geográfica variável em função das características de cada região (Pires, 
2010), mas todos os estados brasileiros já notificaram algum caso de brucelose (Paulin e Ferreira Neto, 2002). 

As várias espécies de Brucella tem seus hospedeiros específicos, porém algumas delas podem infectar 
também hospedeiros não convencionais. As espécies conhecidas são B. melitenses, B. suis, B. ovis, B. canis e B. 
neotomae que tem como hospedeiros os caprinos/ovinos, suínos, ovinos, caninos e ratos do deserto, 
respectivamente (Quinn et al., 2005). No caso dos bovinos a Brucella abortus é a espécie que apresenta maior 
importância e geralmente é introduzida no rebanho através de animais assintomáticos ou cronicamente 
infectados (Brasil, 2006; Pires, 2010).  

Os animais infectados podem eliminar as bactérias através da urina, leite (Andrews et al., 1998), fluídos 
e anexos fetais liberados por ocasião do parto ou aborto, e ainda pelo sêmen de touros infectados (Brasil, 2006). 
Os prejuízos econômicos causados pela doença decorrem da diminuição do desempenho dos animais, com queda 
da produção leiteira, abortos e queda de fertilidade nas fêmeas, além dos prejuízos também para os machos que 
podem apresentar degeneração testicular (Quinn et al., 2005; Pires, 2010).  

A infecção humana geralmente ocorre em pessoas que tem maior contato com os animais, nos   
chamados “grupos de risco” compostos por veterinários, tratadores e trabalhadores ligados a frigoríficos, bem 
como pessoas que habitam locais em condições precárias de saneamento e que consomem produtos de origem 
animal com qualidade não garantida (Pires, 2010). 

A brucelose bovina causa um grande impacto na pecuária nacional, sendo também importante para a 
saúde pública. Diante do exposto, e devido a ausência de dados sobre a doença na propriedade estudada, 
objetivou-se com este trabalho pesquisar a presença de anticorpos anti-Brucella abortus no rebanho bovino da 
Fazenda Escola de Alvorada do Gurguéia- PI, que pertence a Universidade Federal do Piauí, Campus Professora 
Cinobelina Elvas (CPCE) de Bom Jesus-PI. 
 
Material e Métodos 

Foram coletadas amostras sanguíneas para obtenção de soro de 65 bovinos, de ambos os sexos e idades 
variadas, sem sintomatologia clínica da enfermidade. O sangue foi coletado da veia jugular, com seringas 
descartáveis estéreis e transferidos para tubos sem anticoagulante. O soro foi obtido por meio de centrifugação 
das amostras no Laboratório de Patologia Clínica do Hospital Veterinário Universitário da Universidade Federal 
do Piauí, Campus Professora Cinobelina Elvas (CPCE) em Bom Jesus-PI. O diagnóstico sorológico para 
detecção de anticorpos anti-Brucella abortus foi realizado pelo Laboratório de Fisiopatologia da Reprodução 
Animal da Universidade Federal do Piauí, Campus Ministro Petrônio Portela em Teresina- PI, por meio do Teste 
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de Soro Aglutinação com Antígeno Acidificado Tamponado (AAT). A técnica consistiu em colocar 30 μL de 
cada amostra de soro sobre uma placa de vidro (placa de Huddlesson), adicionar 30 μL do antígeno ao lado da 
amostra e mistura-los em movimentos circulatórios de modo a obter um pequeno círculo. A placa foi agitada em 
movimentos circulatórios por quatro minutos e a leitura do resultado realizada em caixa com luz indireta. Na 
interpretação dos resultados considerou-se formação de grumos ou ausência destes para soro reagente e soro não-
reagente respectivamente.  
 
Resultados e Discussão 

Das 65 amostras analisadas nenhuma foi reagente ao Teste de Soro Aglutinação com Antígeno 
Acidificado Tamponado. 

Algumas “situações” são consideradas como agravantes para que a doença ocorra no rebanho, são os 
chamados “fatores de risco”. A ocorrência ou não destes em uma determinada propriedade pode ser analisada de 
forma que permita compreender a existência ou não de animais reagentes naquele local. O tráfego de animais entre 
propriedades, por exemplo, é um fator de risco considerável (Brasil, 2006), pois a exigência do resultado sorológico 
negativo para brucelose, na ocasião da introdução de um novo animal, nem sempre é praticada pelos criadores e 
isso possibilita a entrada de animais infectados no rebanho. O sêmen dos reprodutores também se torna uma fonte 
potencial de infecção quando usado em inseminação artificial (Radostits et al., 2002). Assim a compra de 
reprodutores é um dos fatores de risco encontrado em várias propriedades onde a infecção está presente (Dias et al., 
2009). Na propriedade avaliada não existe trânsito de animais, tampouco a aquisição de reprodutores, visto que o 
rebanho completo foi adquirido há cerca de cinco anos e não foram introduzidos novos animais.  

Uma forma de infecção para os animais é por intermédio de pastagens contaminadas por animais doentes 
que ali passaram anteriormente. Assim, o aluguel de pastos (Klein-Gunnewiek et al., 2009) se constitui um fator de 
risco considerado importante na epidemiologia da doença. Assim também considerado importante é o número de 
pessoas que manejam os animais, pois Leite et al. (2014) observaram que o manejo quando realizado por um único 
funcionário serve como uma forma preventiva eficaz. A explicação seria o papel do homem como possível 
veiculador mecânico do agente etiológico, uma espécie de fômite. Estes dois fatores também estão ausentes na 
fazenda escola avaliada, onde não é realizado o aluguel de pastos pois no período de escassez de alimentos os 
animais ficam em pastagem nativa dentro da propriedade. E no caso do manejo diário, este é realizado por apenas 
dois funcionários, contribuindo também para a não disseminação da doença na propriedade.  

Os “fatores de risco” supracitados referem-se a condições ou situações que facilitariam a ocorrência da 
doença no animal ou propriedade. Por ser um rebanho que pertence a uma instituição de ensino, os animais 
avaliados nesta pesquisa tendem, mesmo que teoricamente, a fugir do perfil da grande maioria dos rebanhos das 
propriedades comuns e assim as condições que se observa em outras propriedades estão ausentes neste trabalho, 
explicando o resultado encontrado.  
 
Conclusão 

Não foram encontrados anticorpos anti-Brucella abortus, demonstrando que a doença não está presente 
no rebanho bovino da Fazenda Escola da Universidade Federal do Piauí, localizada em Alvorada do Gurguéia-
PI.  
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Abstract 
One of the most important diseases and therefore worth mentioning in cutting cattle and milk for causing 

great productive and reproductive losses and bovine viral diarrhea, infectious disease caused by the Flaviviridae 
family of viruses and pestiviruses Gender, this called Viral Diarrhoea Virus Bovina (BVDV). animals affected by 
this disease are pathological changes in digestive, reproductive, respiratory, hematopoietic, and may develop 
mucosal disease and severe immunosuppression. As a result of this work was to study the prevalence of anti-virus 
bovine viral diarrhea antibodies in cattle the Microregion of Teresina, state of Piaui, Brazil. 
Keywords: Bovine Viral Diarrhea, virus neutralization, serology. 
 
Introdução 

A bovinocultura é uma atividade em efetiva expansão, no país. O estado do Piauí possui um efetivo 
bovino de aproximadamente 1.667.456 cabeças, ganhando destaque de quinto maior produtor de rebanhos 
bovinos do Nordeste. IBGE et.al (2014). Uma das enfermidades mais importantes e, portanto que merece 
destaque na bovinocultura de corte e de leite por causar grandes perdas produtivas e reprodutivas e a Diarréia 
Viral Bovina, doença infecciosa provocada por vírus da família Flaviviridae e Gênero Pestivírus, este chamado 
de Vírus da Diarreia Viral Bovina (BVDV).  O vírus é considerado um dos principais patógenos de bovinos que 
acarreta perdas econômicas significativas nas explorações bovina de corte e leite. Apesar de produzir, no 
hospedeiro, diversos efeitos deletérios nos diferentes sistemas do organismo, as perdas reprodutivas são 
notadamente, as mais evidentes (Grooms, 2004). 

Tradicionalmente, as manifestações da infecção pelo BVDV são apresentadas em três categorias: 
infecção pós-natal ou BVD, infecção fetal e doença das mucosas (Bielefeld e Tohmann, 1995; Potgieter, 2004). 
Em vista disso o objetivo desse trabalho foi estudar a prevalência de anticorpos anti-Vírus Diarreia Viral Bovina 
em rebanhos bovinos da Microrregião de Teresina-PI. 
 
Material e Métodos 

O presente estudo foi realizado em 14 unidades produtoras de bovinos nos municípios da microrregião 
de Teresina, localizada na mesorregião Centro Norte Piauiense do Estado do Piauí. São estes os municípios de 
Altos, Beneditinos, Demerval Lobão, José de Freitas, Lagoa Alegre, Lagoa do Piauí, Miguel Leão, Monsenhor 
Gil, Nazária, Pau D’Arco, União, Curralinhos e Teresina 

Sendo que em todas as propriedades foram realizados inquéritos epidemiológicos com o objetivo de 
caracterizar os sistemas de criação dos rebanhos avaliados. As unidades produtoras de bovinos foram escolhidas 
por conveniência, sendo os rebanhos constituídos em sua grande maioria por animais mestiços, resultantes do 
cruzamento de Holandês com Zebuíno. 

Para a realização dos exames diagnósticos, amostras de soro sanguíneo bovino foram utilizadas neste 
projeto, oriundas de algumas propriedades rurais da Mesorregião do Centro Norte do Estado do Piauí. As 
propriedades rurais foram pré-estabelecidas e selecionadas de acordo com contatos prévio com os proprietários. 

Foi realizado exame clínico dos bovinos a campo e a coleta de sangue destes animais por punção da veia 
jugular ou coccígea, o sangue após coletado, em seguida coagulado, sendo mantido a temperatura ambiente. As 
amostras de sangue foram centrifugadas a 3.500 G por 10 minutos e os soros obtidos serão acondicionados em 
microtubos tipo eppendorf, separados em três alíquotas de 1,0 mL e estocados a –20°C, em freezer. As amostras do 
soro sanguíneo, foram separadas para serem enviadas e posteriormente processadas no Laboratório de Viroses de 
Bovídeos do Instituto Biológico de São Paulo, foi realizado o teste sorológico de soroneutralização (SN). 

Os resultados foram analisados através da estatística descritiva por meio de dispersão de frequências 
absoluta e relativa (Sampaio, 2007). 
 
Resultados e Discussão 

Foram analisadas um total de 420 amostras de soro sanguíneo de bovinos e verificou-se oscilações nos 
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percentuais de animais reagentes nos diferentes municípios estudados e alguns municípios como: Demerval Lobão, 
Miguel Leão, Altos e Curralinhos não apresentaram animais reagentes  para BVDV .Os resultados obtidos com a 
aplicação dos questionários epidemiológicos nas propriedades estudadas, durante a coleta das amostras para 
realização desta pesquisa, assim como, a distribuição da frequência de animais reagentes e não reagentes conforme 
os aspectos relacionados aos fatores de risco que possivelmente estejam associados à soro reatividade para o BVDV 
em rebanhos bovinos dos diferentes municípios da Microrregião de Teresina no Estado do Piauí. 

A prevalência da infecção pelo BVDV para as amostras examinadas foi de 25,2% (106/420) de animais 
reagentes e 74,8% (314/420) não reagentes, distribuídos em 100% (14/14) dos rebanhos estudados, conforme 
demonstrados em (Tab. 1), que enfatiza o número percentual de bovinos reagentes e não reagentes do total de 
amostras. 

 
Tabela 1. Resultados obtidos da Diarreia Viral Bovina em rebanhos da Microrregião de Teresina no Estado do 
Piauí. Teresina – 2016. 
Sorologia (RIFI) Número de Animais Frequência Relativa (%) 
Reagentes 106 25,2% 
Não Reagentes 314 74,8% 
TOTAL 420 100 

VN: Vírus Neutralização 
 
Os resultados obtidos, com a realização da técnica de Vírus Neutralização para pesquisa de anticorpos 

anti-BVDV, em 14 rebanhos bovinos mestiços de cruzamento entre raças taurinas e raças zebuínas procedentes 
dos municípios de Altos, Beneditinos 13,3%(4/26), Demerval Lobão, José de Freitas56,7%(17/13), Lagoa 
Alegre 6,7%(2/28), Lagoa do Piauí 16,7%(5/25), Miguel Leão, Monsenhor Gil 26,7%(8/22), Nazária 
86,7%(26/4), Pau D’ Arco3,3%(1/29), Coivaras 13,3%(4/26), Teresina 10%(3/27), União 90%(27/3) e 
Curralinhos, pertencentes à Microrregião de Teresina, Mesorregião Centro – Norte Piauiense do Estado do Piauí. 

O estudo dos fatores de risco possibilitará associar aspectos relacionados ao manejo nutricional, 
sanitário e reprodutivo com a propagação da infecção pelo BVDV nos rebanhos avaliados, desta maneira 
fortalecendo as medidas de prevenção e controle da Diarreia Viral Bovina dentro das propriedades, impedindo o 
alastramento do Vírus da Diarreia Viral Bovina nos animais do Estado do Piauí. 

Diante dos estudos de Quincozes et al., (2007) e por Frandolozo et al., (2008) realizados, no  estado do 
Rio Grande do Sul; em estudos epidemiológicos na região de Goiás e também com estudos de soro prevalência 
realizados com bovinos adultos por Samara et al., (2004) onde todos eles afirmam que a maioria dos animais 
analisados apontam soro reatividade contra o BVDV, é possível inferir que a prevalência da Diarreia Viral 
Bovina  rebanho da Microrregião de Teresina no Estado do Piauí está um pouco abaixo do esperado, quando 
comparado a prevalência dos demais estados e regiões deste país. 
 
Conclusão 

De acordo com os resultados obtidos, é possível concluir que o Vírus da Diarreia Viral Bovina está 
presente na população de bovinos da microrregião de Teresina, possivelmente esses resultados se deve a falhas 
de manejo, e a procedência dos bezerros comprados, é necessário implementar medidas sanitárias, evitando 
assim a disseminação do vírus e o avanço epidemiológico da Diarreia Viral Bovina e perdas na cadeia produtiva 
da bovinocultura piauiense, bem como a realização de novos estudos para um melhor conhecimento 
epidemiológico desta enfermidade. 
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Abstract 

We determined the prevalence of Nellore elite bulls able to reproduce in a property in northeast Pará, 
through clinical andrological exam of 17 bulls. This total, 15/17 (88.2%) were eligible as fit. However, 2/17 
(11.76%) animals showed marked testicular asymmetry (unfit). In the semen of the unfit, wasn’t difference in 
mean lower sperm defects (11.25 ± 5.70%) and total sperm pathologies (15.37 ± 7.12%) compared to suitable 
animals, whose averages were 2.66 ± 1.18% of minor defects and 5.40 ± 1.88% of total diseases. The averages 
of progressive motility (73.33 ± 6.18%), concentration (1.25 ± 0,82x109mL) and higher sperm defects (2.70 ± 
1.42%) of elected, did not differ statistically from the unfit. The two animals with testicular hypoplasia were 
diagnosed by histopathologic exam. The results were satisfactory, however the occurrence of testicular 
hypoplasia still persists in the region, being an aggravating future for female fertility. 
Keywords: Nelore, fertility, hypoplasia. 
Palavras-chave: Hipoplasia, nelore, fertilidade. 
 
Introdução 

Estudos realizados no Brasil, envolvendo número expressivo de touros que estavam sendo utilizados em 
monta natural em diversos Estados da Federação, indicaram haver mais de 53% deles com problemas de 
fertilidade. Segundo os autores, os fatores de meio ambientes desfavoráveis e o manejo indesejável constituíram 
as principais causas de baixa fertilidade para touros destinados como reprodutores em condições de Brasil 
Central. Assim, cuidadosos exames clínicos, sanitários e andrológicos são imprescindíveis para animais a serem 
usados como reprodutores, além de melhores critérios de seleção genotípica e melhor manejo (Barbosa, 2003). 

O Objetivo foi verificar a prevalência de touros nelore de elite aptos a reprodução em uma fazenda no 
município de Maracanã, Estado do Pará. 
 
Material e Métodos 

O estudo foi realizado em uma fazenda no município de Maracanã, nordeste paraense, distante cerca de 
160 km da capital do Estado, aonde se examinaram 17 touros de elite da raça nelore com idade entre 21 a 47 
meses criados em sistema intensivo. 

Foi realizada avaliação física do sêmen quanto ao volume (mL), cor, concentração (x109 sptz/mL), 
turbilhonamento (0-5), motilidade progressiva (%), vigor (0-5) e morfologia (defeitos maiores, menores e totais), 
seguindo padrões de avaliação de acordo com Vale (1994; 1997) e Colégio Brasileiro de Reprodução Animal – 
CBRA (1998).  

Os touros inaptos à reprodução foram submetidos à orquiectomia bilateral, e fragmentos dos testículos 
lesionados foram fixados em formol salinos a 10% e enviados ao laboratório do Centro Nacional de Primatas, 
para exames histopatológicos. 

Os dados foram submetidos à análise estatística por ANOVA e teste de Tukey, adotando-se nível de 
significância de 5%. 
 
Resultados e Discussão 

Dos 17 touros, 15/17 (88,2%) foram considerados aptos à reprodução. Entretanto, 2/17 (11,76%) dos 
animais apresentaram uma assimetria testicular acentuada, sendo considerados inaptos à reprodução e 
posteriormente orquiectomizados (Tabela 1).  

 
Tabela 1. Biometria, análises físicas e espermograma de 17 touros nelores, Maracanã, Pará, Fevereiro de 2015. 

Touros N CE (cm) Mot (%) Conc (10⁶) DMA (%) DME (%) PT(%) 
Aptos 15 31,96±2,8ª 73,33±6,18ª 422±485,1ª 2,7±1,42ª 2,66±1,18ª 5,4±1,88ª 
Inaptos 02 26±01ᵇ 61,25±30,9ª 202,5±309,13ª 4,12±2,0ª 11,25±5,7ᵇ 15,37±7,12ᵇ 

CE: circunferência escrotal; Mot: motilidade espermática; Conc: concentração; DMA: defeitos maiores; DME; 
Defeitos menores; PT: patologia total. 



Congresso Norte-Nordeste de Reprodução Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, PI. Anais...Belo Horizonte: 
CBRA, 2016. 

  

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.287-288, out./dez. 2016. Disponível em www.cbra.org.br  288 

Os animais inaptos apresentaram tamanho médio de circunferência escrotal (CE) 26,0±0,1 cm diferindo 
estatisticamente dos aptos, os quais tiveram média de 31,96±2,80 cm. No espermograma dos animais inaptos, 
observamos diferença estatística nas médias de defeitos menores (11,25±5,70%) e de patologias totais 
(15,37±7,12%), em comparação aos animais aptos, cujas médias foram 2,66±1,18% de defeitos menores e 
5,40±1,88% de patologias totais. Contudo, o que chama atenção na tabela 1 são as medias de defeitos maiores 
(DMA), pois não houve diferença estatística entre os touros aptos em comparação aos inaptos. Segundo Costa e 
Silva et al. (2015), a hipoplasia leva ao aparecimento de altas percentagens de patologias espermáticas maiores.  

Nas análises físicas do sêmen, as médias de motilidade progressiva (73,33±6,18%), concentração 
(1,25±0,82x10mL) e defeitos maiores (2,70±1,42%) dos animais aptos não diferiram estatisticamente dos 
inaptos. Provavelmente em função do tipo de hipoplasia unilateral (Costa e Silva et al., 1993).  

Nos exames histopatológicos observamos pequenas quantidades de tecido testicular constituído por 
túbulos seminíferos, revestidos apenas por células de Sertoli, apresentando um número reduzido de células da 
linhagem espermatogênica. Estes túbulos estão circundados e entremeados por grande quantidade de tecido 
conjuntivo fibroso, na coloração de gomori evidenciou-se que essas áreas estavam azuladas denotando a 
presença de colágeno onde há áreas de calcificação. Artérias de médio calibre apresentaram redução do lúmen 
por tecido fibrovascular, na coloração de gomori alguns vasos apresentavam deposição de colágeno nessas áreas. 
O Epidídimo mostrava lúmen vazio, desprovido de espermatozoides. 

Oliveira et al. (2011), obtiveram 8/68 (11,80%) animais da raça Brangus com hipoplásica testicular, 
resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Já o estudo de Vale Filho et al. (1980), com 344 touros Bos 
Indicus e Bos Taurus e seus mestiços, candidatos a doadores de sêmen, encontraram 192 transtornos 
reprodutivos, responsáveis por baixa fertilidade e infertilidade; segundo os autores, 22 (11,48%) casos eram de 
hipoplasia testicular, sendo 09 em touros europeus e 11 em touros de raças indianas. No Estado do Pará, 
Conceição (2006), cita a ocorrência de 2,33% (7/300) de hipoplasia testicular em touros da raça Nelore, criados 
extensivamente. Os autores destacam a possibilidade nos rebanhos regionais, destas patologias estejam 
diretamente ligadas a problemas hereditários com envolvimento genético. 
 
Conclusão 

A prevalência de hipoplasia testicular em touros nelore de elite foi considerada preocupante, pois esta é 
uma herança genética desfavorável a qual deve ser preterida em protocolos de melhoramento genético dos 
animais, para que não haja mais recorrência deste problema crônico no rebanho bovino do Estado do Pará. 
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Abstract 

A biggest problem in breeding cattle are fetal and newborn losses in the herd, which cause many 
economic losses to producers. These losses may be related to the protozoan Neospora caninum, which causes 
the disease known as neosporosis. The present study was carried in 14 production units of cattle in the 
municipalities near from Teresina. Blood collection was performed by jugular venipuncture, using a 15 ml 
collection tubes without anticoagulant. For the identification of anti-N antibodies. caninum used the technique of 
indirect immunofluorescence (IIF) for detection of antibodies of the IgG class. The prevalence of infection by the 
protozoan parasite for the samples examined was 15,23% (64/420) of seropositive animals and 84,76% 
(356/420) seronegative, distributed in 100% (14/14) of the herds studied. Also demonstrated in this study, the 
occurrence of at least one animal tested positive for N. caninum, in each flock evaluated.  
Key words: cattle raising, Neospora caninum, RIFI. 
Palavras-chave: bovinocultura, Neospora caninum, RIFI.  
 
Introdução 

Um dos maiores problemas na reprodução de bovinos são as perdas fetais e de recém-nascidos no 
rebanho, o que causam muitos prejuízos econômicos aos produtores. Estes prejuízos podem estar relacionados 
com o protozoário Neospora caninum, causador da doença conhecida como Neosporose. (Embrapa, 2001). A 
neosporose é uma enfermidade parasitária de distribuição mundial causada pelo protozoário N. caninum 
reconhecido como importante causa de abortamento bovino e neuropatia canina (Dubey, 1988). O agente 
etiológico pode ser transmitido aos bovinos através da ingestão de oocistos esporulados das fezes de cães que são 
os hospedeiros definitivos, onde ocorre o desenvolvimento sexual do parasito e produção dos oocistos 
(Mcallister, 1998).Estes oocistos são ingeridos pelo hospedeiro intermediário que é o bovino pelo ambiente, nos 
estágios de taquizoídos e bradizoídos, onde as células provocam lesões teciduais no trato intestinal desses 
animais (Lindsay,1999 ).Porém, a via de transmissão mais importante é a vertical ou congênita, onde segundo 
(Cardoso, 2008) até 95% dos bezerros nascidos de vacas soropositivas, foram infectados congenitamente e 
clinicamente são normais. Essa porcentagem diminui segundo (Margarido, 2008), que afirma de 80% a 90% dos 
terneiros das vacas soropositivas são congenitamente infectados.Os sinais clínicos mais comuns da neosporose 
são abortamento, reabsorção embrionária, mumificação fetal, retorno ao cio, fetos autolisados, natimortos, 
nascimento de animais vivos seguido de morte, nascimento de animais vivos, clinicamente normais, porém 
cronicamente infectados e nascimento de bezerros com sinais neurológicos como encefalite, paralisias, ataxia 
motora e má formação. Os animais lactantes possuem um rendimento de leite 4% menor na lactação (Sousa, 
2004). Com base nisto este trabalho teve como objetivo estudar os aspectos clínico-epidemiológicos das 
infecções pelo N. caninum em rebanhos bovinos da Microrregião de Teresina, Estado do Piauí. 
 
Material e Métodos 

O presente estudo foi realizado em 14 unidades produtoras de bovinos (30 animais cada) nos municípios 
da microrregião de Teresina, localizada na mesorregião Centro Norte Piauiense do Estado do Piauí, totalizando 
420 animais. Durante as visitas foi aplicado o inquérito sobre saúde animal e investigação sanitária da 
propriedade, sobre a doença estudada para análise dos fatores de risco associados à enfermidade. A escolha da 
microrregião de Teresina deveu-se a nela esta localizada a bacia leiteira de Teresina, um das principais 
produtoras de leite do Estado, além do mais, encontra-se nessa região os animais com maior potencial produtivo 
criados em propriedades estruturadas e tecnificadas. Sendo que em todas as propriedades foram realizados 
inquéritos epidemiológicos com o objetivo de caracterizar os sistemas de criação dos rebanhos avaliados. As 
unidades produtoras de bovinos foram escolhidas por conveniência, sendo os rebanhos constituídos em sua 
grande maioria por animais mestiços, resultantes do cruzamento de Holandês com Zebuíno, de várias faixas 
etárias, criados em regime semi-intensivo e extensivo, com baixa produção leiteira e submetida à ordenha 
manual.Dos animais selecionados, foi feita a coleta de sangue para posterior realização da pesquisa de anticorpos 
específicos para a doença. A coleta do sangue foi efetuada por venopunção jugular, utilizando-se tubos de coleta 
de 15 ml, sem anticoagulante. O sangue coletado, após coagulação, foi mantido a temperatura ambiente. As 
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amostras de sangue foram centrifugadas a 3.500 G por 10 minutos e os soros obtidos acondicionados em 
microtubos tipo eppendorf, separados em três alíquotas de 1,0 mL e estocados a –20°C, em freezer. Para a 
identificação de anticorpos anti-N. caninum foi utilizada a técnica de reação de imunofluorescência indireta 
(RIFI) para detecção de anticorpos da classe IgG. 
 
Resultados e Discussão 

A prevalência da infecção pelo protozoário N. caninum para as amostras examinadas foi de 15,23% 
(64/420) de animais soropositivos e 84,76 % (356/420) soronegativos, distribuídos em 100% (14/14) dos 
rebanhos estudados, verificou-se oscilações nos percentuais de animais sororreagentes nos diferentes municípios 
estudados, com variação na ocorrência de 3% (1/30) até 33% (10/30) de animais infectados pelo N. caninum. 
Demonstrou-se ainda através desta pesquisa, a ocorrência de pelo menos um animal positivo para N. caninum, 
em cada rebanho avaliado. Um estudo realizado em bovinos leiteiros de propriedades rurais em três 
microrregiões no estado do Maranhão, constatou que de 812 amostras de soro bovinos para detecção de 
anticorpos IgG anti-N. caninum, observou-se uma prevalência de 50,74% (412) sororreagentes, indicando que 
estes animais em algum momento tiveram contato com o parasito. Das amostras positivas, verificou-se que os 
títulos de anticorpos variaram de 1:200 a 1:6400 e que somente  108 (26,21%) das amostras de soro 
apresentaram título de 1:200. (Teixeira, 2010). Ainda sim prevalência maior quando se comparada a presente 
pesquisa. 

 
Tabela 1. Resultados obtidos para N. caninum em rebanhos da Microrregião de Teresina no Estado do Piauí. 
Teresina – 2016. 

Sorologia (RIFI) Número de Animais Frequência Relativa (%) 
Negativos 356 84,76 
Positivos 64 15,39 
TOTAL 420 100 

RIFI: Imunofluorescência Indireta. 
 
Conclusão 

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a infecção pelo N. caninum esta presente na 
população de bovinos da região estudada e que medidas sanitárias devem ser implementadas, evitando assim o 
avanço epidemiológico da Neosporose bovina e perdas na cadeia produtiva da bovinocultura. 
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Prevalência e fatores de risco da toxoplasmose bovina na microrregião de Teresina – PI 
Prevalence and bovine toxoplasmosis risk factors in the micro region of Teresina - PI 
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Abstract 

Toxoplasmosis is caused by the protozoan Toxoplasma gondii, a cosmopolitan zoonosis that affects 
several warm-blooded animal species. The main transmission routes of T. gondii are fecal-oral, carnivorous and 
congenital.Congenital transmission, when the parasite reaches the concept via the transplanted route, is often 
more severe, which transmits tachyzoites to the fetus.. The present study was carried in 13 production units of 
cattle in the municipalities near from Teresina. Blood collection was performed by jugular venipuncture, using a 
15 ml collection tubes without anticoagulant. For the identification of. anti-T. gondii used the technique of 
indirect immunofluorescence (IIF) for detection of antibodies of the IgG class. The prevalence of infection by the 
protozoan parasite for the samples examined was 17,44% (68/390) of seropositive animals and 82,56% 
(322/390) seronegative, distributed in 100% (13/13) of the herds studied. Also demonstrated in this study, the 
occurrence of at least one animal tested positive for T. gondii, in each flock evaluated.  
Keywords: protozoan, Toxoplasma gondii, RIFI. 
Palavras-chave: protozoário,Toxoplasma gondii, RIFI. 
 
Introdução 

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita que acomete o homem e outros animais homeotérmicos, 
tanto de produção quanto de companhia, domésticos e silvestres, sendo causada pelo protozoário Toxoplasma 
gondii, a única espécie existente no gênero. A infecção dos Bovinos ocorre principalmente pela ingestão de oocisto 
nos alimentos e solos contaminados (Dubey, 1986) onde a estabulação de animais junto a locais contaminados com 
dejetos de felídeos pode aumentar o risco de infecção (Meireles, 2001). Embora os bovinos constarem entre os 
hospedeiros mais resistentes ao T. gondii, o papel da carne bovina na transmissão da toxoplasmose permanece 
obscuro e são necessárias pesquisas para a determinação de animais infectados dentre os bovinos abatidos (Dubey, 
2001). A transmissão congênita, é quando o parasita atinge o concepto por via transplascentária, é frequentemente 
mais grave, que transmite taquizoítos para o feto (Tenter, 2000). Esta forma de distribuição normalmente acontece 
na fase aguda da doença ou reagudização da doença crônica (Kawazoe, 2005). Quanto menor for a idade 
gestacional maiores chances da fêmea ter abortos, embora quanto mais adiantada a gestação maior a probabilidade 
da infecção fetal, porém com menos riscos de fetopatias graves, e se não há o aborto, existe o risco de nascer 
com degenerações físicas e mentais (Wong, 1994). Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a 
prevalência e fatores de risco da toxoplasmose bovina da microrregião de Teresina, Piauí. 
 
Material e Métodos 

O presente estudo foi realizado em 13 unidades produtoras de bovinos (30 animais cada) nos municípios 
da microrregião de Teresina, localizada na mesorregião Centro Norte Piauiense do Estado do Piauí, totalizando 
390 animais. Durante as visitas foi aplicado o inquérito sobre saúde animal e investigação sanitária da 
propriedade, sobre a doença estudada para análise dos fatores de risco associados à enfermidade. A escolha da 
microrregião de Teresina deveu-se a nela esta localizada a bacia leiteira de Teresina, um das principais 
produtoras de leite do Estado, além do mais, encontra-se nessa região os animais com maior potencial produtivo 
criados em propriedades estruturadas e tecnificadas. Sendo que em todas as propriedades foram realizados 
inquéritos epidemiológicos com o objetivo de caracterizar os sistemas de criação dos rebanhos avaliados. As 
unidades produtoras de bovinos foram escolhidas por conveniência, sendo os rebanhos constituídos em sua 
grande maioria por animais mestiços, resultantes do cruzamento de Holandês com Zebuíno, de várias faixas 
etárias, criados em regime semi-intensivo e extensivo, com baixa produção leiteira e submetida à ordenha 
manual.Dos animais selecionados, foi feita a coleta de sangue para posterior realização da pesquisa de anticorpos 
específicos para a doença. A coleta do sangue foi efetuada por venopunção jugular, utilizando-se tubos de coleta 
de 15 ml, sem anticoagulante. O sangue coletado, após coagulação, foi mantido a temperatura ambiente. As 
amostras de sangue foram centrifugadas a 3.500 G por 10 minutos e os soros obtidos acondicionados em 
microtubos tipo eppendorf, separados em três alíquotas de 1,0 mL e estocados a –20°C, em freezer. Para a 
identificação de anticorpos anti-T. gondii  foi utilizada a técnica de reação de imunofluorescência indireta (RIFI) 
para detecção de anticorpos da classe IgG. 
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Resultados e Discussão 
A prevalência de anticorpos da classe lgG, específicos para T. gondii, foram encontrados, por meio da 

reação de imunofluorescência indireta (RIFI), onde 17,44% (68/390) das amostras foram soropositivas e 82,56% 
(322/390) soronegativas, distribuídos em 100% (13/13) dos rebanhos estudados A ampla distribuição da 
toxoplasmose entre seus hospedeiros na natureza é consequência da diversidade dos mecanismos de transmissão 
do parasita e da enorme variedade de hospedeiros (Miller,1972). A prevalência da infecção toxoplásmica pode 
variar de região para região. Estas variações nas frequências de anticorpos anti-T. gondii podem ocorrer em 
função do tamanho da amostra, do teste sorológico empregado e do limiar de positividade determinado para cada 
teste e sua consequente sensibilidade (Arias, 1994). Os resultados revelados na presente pesquisa (17,44%) são 
ainda superiores aos encontrados em avaliações semelhantes realizadas no Brasil, como as de (Luciano, 2011) 
que encontraram uma prevalência de 1,96% de soro-reagentes num estudo de 459 Bovinos no estado do Rio de 
Janeiro. (Spagnol, 2009) analisou 600 soros de bovinos abatidos nos matadouros sob Inspeção Municipal de 
Ilhéus e Itabuna, e no matadouro frigorífico sob Inspeção Federal em Jequié no estado da Bahia, para anticorpos 
anti-Toxoplasma gondii por imunofluorescência indireta, onde encontrou uma prevalência de 11,83% positivos. 
(Albuquerque, 2005) em um levantamento sobre toxoplasmose em bovinos da bacia leiteira Sul-fluminense, 
estado do Rio de Janeiro, coletou amostras de sangue de 589 animais de 29 granjas leiteiras localizadas nos 
municípios de Resende e Rio Claro, onde 14,8% dos animais foram soro-reagentes. 
 
Tabela 1. Resultados obtidos para Toxoplasmose em rebanhos bovinos da Microrregião de Teresina no Estado 
do Piauí. Teresina – 2016 

Sorologia (RIFI) Número de animais Frequência relativa (%) 

Positivos 68 17,44 
Negativos 322 82,56 
TOTAL 390 100 

RIFI: Imunofluorescência Indireta. 
 
Conclusão 

Com a análise dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se afirmar que a infecção pelo T. Gondii está 
presente na população de bovinos da região estudada e que medidas sanitárias devem ser implementadas, 
evitando assim o avanço da toxoplasmose e perdas na cadeia produtiva da bovinocultura. 
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Produção in vitro de embriões bovinos oriundos de fêmeas previamente tratadas com 
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Abstract 

This study aimed to evaluate the effect of rbST on in vitro production of Girolanda female embryos. 
Ovum Pick-Up (OPU) was performed to obtain the cumulus-oocyte complexes (COCs) were subjected to the 
PIV. Pretreatment of rbST in cows Girolando did not influence the embryo development rate in vitro production. 
Keywords: cattle, OPU, PIV. 
Palavras-chave: bovinos, OPU, PIV. 
 
Introdução 

A manipulação da dinâmica folicular em bovinos permitiu maior disponibilização de complexos 
cumulus-oócito (CCOs) pela técnica de Ovum pick-up (OPU) para uso em programas de produção in vitro de 
embriões (RAMOS et al., 2007). O uso da rbST antes do início das sessões de punção folicular pode ser um 
valioso recurso para aumentar o número e a qualidade dos oócitos coletados in vivo e dos embriões produzidos in 
vitro. Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito da rbST sobre a produção in vitro de embriões de 
fêmeas Girolandas. 
 
Material e Métodos 

Doze animais foram divididos em três grupos experimentais: controle 0mg (n = 4), 250mg (n = 4) e 
500mg (n = 4) e submetidos a seis aplicações de rbST no intervalo de doze dias. A OPU foi realizada em 
intervalos de 7 dias. Os CCOs foram classificados e submetidos a maturação in vitro (MIV) pelo período de 24h. 
Posteriormente, os CCOs e os espermatozoides foram co-incubados por 22h. Após a fecundação in vitro (FIV), o 
desenvolvimento dos blastocistos foi avaliado aos sete dias (D7) após o início da FIV (D0). A análise estatística 
foi inteiramente ao acaso submetidas ao teste de normalidade, à análise de variância (ANOVA). Dados 
qualitativos foram comparados pelo teste do Qui-quadrado para P < 0,05. As análises foram executadas 
utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2002). 
 
Resultados e Discussão 

Foram realizadas cinco sessões de OPU com intervalos de 7 dias num total de 60 aspirações.  As taxas 
de clivagem dos grupos em estudo são representadas na Tab. 1. Os grupos controle, 250 mg e 500 mg obtiveram, 
respectivamente, 51,85%, 51,78% e 56,86% na taxa de clivagem in vitro no D3. Não houve diferença estatística 
(P < 0,05) entre os tratamentos.  

 
Tabela 1. Taxa de clivagem de CCOs de fêmeas bovinas da raça Girolando utilizados para a PIV e embriões, 
submetidas ou não ao tratamento com rbST. 

Desenvolvimento 
Embrionário 

Tratamentos 
Controle 250 mg 500 mg 

Taxa de Clivagem Clivados n %† Clivados n %† Clivados n %† 
84 162 51,85a 58 112 51,78a 54 95 56,86a 

a, bNúmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P < 0.05. 
†Taxa de clivagem no D3 baseada no número total de estruturas colocadas em CIV. 

 
De acordo com Lucci et al. (1998), a associação desta a outros hormônios poderia aumentar as taxas 

obtidas no presente estudo. As taxas de mórulas e blastocistos in vitro estão representadas na Tab. 2. O grupo 
500 mg foi melhor estatisticamente em relação aos grupos controle e 250 mg no desenvolvimento embrionário 
no D7. Não houve diferença estatística (P < 0,05) entre os grupos controle e 250 mg de rbST submetidos ao 
protocolo experimental. 
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Tabela 2. Taxa de desenvolvimento embrionário de CCOs de fêmeas bovinas da raça Girolando utilizados para a 
PIV de embriões, submetidas ou não ao tratamento com rbST em intervalos de doze dias. 
Desenvolvimento 

embrionário 
Tratamentos 

Controle 250 mg 500 mg 
Taxa de mórula 
e blastocisto 

CIV n %† CIV n %† CIV n %† 
162 55 33,95b 112 34 30,35b 95 45 47,36a 

a, bNúmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P < 0,05. 
†Taxa de desenvolvimento no D7 baseada no número total de estruturas colocadas em CIV. 

 
Coelho (1986), ao obter embriões no D7 de superovulação, também não observou diferença (P > 0,05) 

nas médias de mórulas e blastocistos, nos animais da subespécie Bos taurus taurus, assim como no número de 
mórulas e mórulas compactas em Bos taurus indicus, evidenciando variabilidade individual no desenvolvimento 
e na qualidade embrionária. Em relação ao estádio de desenvolvimento embrionário (Fig. 1), a proporção de 
mórulas entre os tratamentos (controle, 250 mg e 500 mg) não obteve diferença estatística (P < 0,05). A taxa de 
blastocisto inicial não apresentou diferença estatística entre os grupos, sendo que o grupo 250 mg não apresentou 
blastocistos iniciais. A proporção de blastocistos para o grupo 500 mg não apesentou diferença estatística dos 
tratamentos controle e 250 mg, porém os grupos controle e 250 mg foram estatisticamente diferentes entre si. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a, bColunas com sobrescrito desiguais diferem estatisticamente P < 0.05. 
 
Figura 1. Taxa de desenvolvimento embrionário (%), com base no estádio de desenvolvimento, para embriões 
produzidos in vitro a partir de CCOs aspirados in vivo por OPU de fêmeas bovinas. 

 
Neves et al. (2005) obtiveram nos grupos controle, 250 mg e 500 mg, respectivamente, 39,37%, 63,11% 

e 54,03%, o que difere do presente estudo onde as aplicações de rbST não influenciou na proporção de embriões 
viáveis. Ramos et al. (2007) obtiveram dos grupos controle e rbST (160mg) taxa de blastocistos de 7,78% e 
19,38%, respectivamente, não corroborando com os resultados onde a dose de 500mg não proporcionou taxas 
superiores aos demais grupos. Este aumento pode estar relacionado à influência direta ou indireta no 
microambiente folicular e ou no próprio oócito. Em relação a qualidade morfológica do embrião (Fig. 2), a 
proporção de embriões grau 1 no grupo controle foi estatisticamente superior aos grupos tratados com rbST, não 
havendo diferença estatística entre os grupos 250 mg e 500 mg. A proporção de embriões grau 2 não diferiu 
entre os grupos em estudo. Para embriões grau 3, não houve diferença significativa entre os grupos controle e 
500 mg, porém o grupo 250 mg diferiu aos demais tratamentos. 

Neves et al. (2005) estudaram o efeito da rbST sobre o número e qualidade dos embriões e constataram 
que tanto a administração de 250 como de 500mg de rbST aumentaram a qualidade embrionária. Maffili et al. 
(2001) descreveram que o uso da rbST, em associação com a superovulação não aumentou a quantidade de 
embriões produzidos, mas melhorou o desenvolvimento e a qualidade dos embriões. 
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a, bColunas com sobrescrito desiguais diferem estatisticamente P < 0.05. 
 
Figura 2. Taxa de desenvolvimento embrionário (%), com base na qualidade morfológica, para embriões 
produzidos in vitro a partir de CCOs aspirados in vivo por OPU de fêmeas bovinas. 
 
Conclusão 

O pré-tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST) nas fêmeas bovinas da raça Girolando 
não influenciou na taxa de desenvolvimento embrionário na produção in vitro. 
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Abstract 

The objective of this study is to estimate the prevalence in cattle herds of the micro-region of Teresina, 
state of Piauí. It was collected 406 serum samples from 14 herds, using as a screening technique buffered plate 
agglutination test (BPAT). Of the 406 samples, 15 (3.69%) responded to the BPAT, from the 14 herds studied, 
five showed at least one positive animal, given the prevalence of outbreaks of 35.7% (5/14). The results suggest 
that the disease is widespread in herds and could trigger a spreading agent in the region, requiring that 
prophylactic measures should be instituted by related official agencies, in maintaining the health of livestock. 
Keywords: BPAT, Brucellosis, PNCEBT. 
 
Introdução 

A brucelose tem sido uma doença em permanente evolução desde de a identificação da B. melitensis 
por Bruce, em 1887. A brucelose é uma doença bacteriana causadora de aborto na maioria das espécies 
domésticas, ocorrendo geralmente no último terço da prenhez. Essa enfermidade causa inúmeros prejuízos aos 
rebanhos bovinos por causar quedas na produção de leite e carne, alterações nos índices reprodutivos 
manifestados por abortos, reabsorções, repetição de cios, natimortos, nascimento de crias fracas e infecções 
como metrite e mastite, são entre outras, condições que afetam consideravelmente a indústria agropecuária 
(Llano, 2013). Nesse sentido, a atualização de conhecimentos sobre a dinâmica da infecção nos animais e a 
possibilidade, assim como as implicações, de sua conexão clínico-epidemiológica é componente básico para 
qualquer plano de ação que vise o controle estratégico dessa silenciosa, mas insidiosa, doença no país, bem 
como, na região do Estado do Piauí (Tenório, 2007). Diante do exposto, esta pesquisa foi realizada com o 
objetivo de estimar a soroprevalência de anticorpos anti-Brucella abortus em rebanhos bovinos da Microrregião 
de Teresina, Estado do Piauí.  
 
Material e Métodos 

O estudo foi desenvolvido com amostras sorológicas de bovinos, todos com idade acima de seis meses, 
armazenadas em soroteca na Clínica de Grandes Animais oriundas de 14 unidades produtoras de bovinos nos 
municípios da Microrregião de Teresina. 

Em todas as propriedades foram realizados inquéritos epidemiológicos com o objetivo de caracterizar os 
sistemas de criação dos rebanhos avaliados. As unidades produtoras de bovinos foram escolhidas por 
conveniência não probabilística sendo os rebanhos constituídos em sua grande maioria por animais mestiços, 
resultantes do cruzamento de Holandês com Zebuíno, de várias faixas etárias, criados em regime semi-intensivo 
e extensivo. Nenhum dos animais que participaram da pesquisa eram vacinados. Para estimativa da prevalência 
das doenças estudadas e sua distribuição nos rebanhos, o tamanho da amostra foi determinado estatisticamente, 
utilizando-se a fórmula a seguir recomendada por Thrusfield (2004). 

 
        n   = p.q. z2/ d2 

 
p = prevalência esperada (50,0%, visto que há dados da ocorrência de algumas das infecções estudadas na 
microrregião); q = 100 – p (85,4) ; z = intervalo de confiança (95,0%); d= erro a- 
mostral (± 3,0%; correspondendo ao intervalo de 11,5% a 17,5%). 

Para a determinação do número de animais a serem examinados e considerando a prevalência de 50%, 
um nível de confiança de 95% (o que equivale a um valor de “z” igual a 1,96) e uma variação de 5%, a aplicação 
da fórmula apontou para a necessidade de examinar um total de 385 animais, obtido da seguinte maneira: 

n =  (1,96 )2 x 0,16 x 0,5/(0,05) 2  =  385 animais 
Para a realização do teste de soroaglutinação com o AAT, os soros e o antígeno foram previamente 

deixados em descanso por pelo menos 30 minutos, para que atingissem a temperatura ambiente. Em seguida, o 
soro foi agitado em agitador por 10 segundos para deixar a amostra homogênea. Logo após esse período, foi 
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posto 30 µL do soro a ser testado sobre uma placa de vidro com quadros delimitados, e dentro do mesmo quadro 
e lateralmente ao soro, foi adicionado 30 µL do AAT. Posteriormente, o soro e o antígeno foram misturados por 
um período de 4 minutos com movimentos que lhe conferiam formato circular de aproximadamente 2 cm de 
diâmetro. E por fim, as amostras misturadas ao AAT na placa de vidro foram levadas para uma caixa com luz 
indireta, para ser feita a leitura. 

De acordo com o PNCEBT a interpretação dos resultados é feita da seguinte forma, quando há a 
formação de grumos o soro é considerado como reagente. E quando há a ausência de formação de grumos o soro 
é considerado não reagente (Brasil, 2006). 

Os resultados foram analisados através da estatística descritiva por meio de dispersão de frequências 
absoluta e relativa (Sampaio, 2007). 

 
Resultados e Discussão 

Das 406 amostras examinadas, 15 reagiram positivamente ao teste do Antígeno Acidificado Tamponado 
(AAT), apresentando uma prevalência de 3,69% como demonstrados em (Tab. 1). Os soros que se apresentaram 
reagentes no teste do AAT eram provenientes de cinco (35,71%) unidades dentre as 14 unidades produtivas que 
participaram da pesquisa. Dos 15 animais reagentes no teste AAT, apenas 2 não se confirmaram pelo teste 2-
Mercaptoetanol. 

 
Tabela 1. Resultados obtidos do teste do AAT* em rebanhos bovinos da Microrregião de Teresina no Estado do 
Piauí – 2016. 

AAT* Número de Animais Frequência Relativa (%) 
Reagentes 15 3,69% 
Não Reagentes 391 96,31% 
Total 406 100 

AAT*: Antígeno Acidificado Tamponado. 
 

Em 2003, Silva et al., submeteu 4.640 animais ao teste do AAT no Estado de Sergipe, encontrando uma 
prevalência de 3,36 % de animais reagentes para brucelose; semelhante a prevalência encontrada na presente 
pesquisa (Silva et al., 2009). Também em 2003, Ogata et al., em pesquisa no Estado do Tocantins encontrou uma 
prevalência de 4,43 % para a brucelose testando 20.908 animais (Ogata et al., 2009), sendo esta um pouco acima 
do encontrado na Microrregião de Teresina, Piauí. E no Estado de Goiás, Rocha et al., pesquisando brucelose em 
bovinos, encontrou uma prevalência de 3,01% testando 10.738 bovinos (Rocha et al., 2009), sendo esta 
prevalência também semelhante na encontrada na Microrregião de Teresina no Estado do Piauí. 

Foram analisadas 406 amostras de 14 municípios, nos quais os percentuais de . animais sororeagentes, 
nos diferentes municípios estudados, variaram conforme verificado em (Tab. 2), com valores oscilando de 0% 
até 23,33 % de animais reagentes ao teste do AAT. Nesta pesquisa, mostrou-se que nove propriedades 
apresentaram-se negativas ao AAT. 
 
Tabela 2. Distribuição das taxas de prevalência de bovinos reagentes ao teste do AAT em rebanhos mestiços 
criados nos municípios da Microrregião de Teresina, Estado do Piauí. Teresina – 2016. 

Rebanho Municípios Reagentes (%) Não 
Reagentes (%) Total 

A Teresina 00 0,0% 30 100% 30 
B Lagoa Alegre 04 13,79% 25 86,21% 29 
C José de Freitas 00 0,0% 30 100% 30 
D União 00 00% 30 100% 30 
E Nazária 07 23,33% 23 73,67% 30 
F Beneditinos 01 3,33% 29 96,67% 30 
G Demerval Lobão 00 0,0% 29 100% 29 
H Miguel Leão 00 0,0% 27 100% 27 
I Altos 02 6,90% 27 93,10% 29 
J Monsenhor Gil 01 3,33% 29 96,67% 30 
K Pau d’arco 00 0,0% 22 100% 22 
L Coivaras 00 0,0% 30 100% 30 
M Lagoa do Piauí 00 0,0% 30 100% 30 
N Curralinhos 00 0,0% 30 100% 30 
Total 14 15 - 391 - 406 

 
Conclusão 

Conclui-se que: De acordo com os resultados obtidos a doença encontra-se disseminada nos rebanhos e 
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poderá desencadeando uma disseminação do agente na região. 
Sendo portanto, necessária a instituição de medidas de profilaxia contra a brucelose bovina através de 

órgãos oficiais relacionados, na manutenção da sanidade dos rebanhos dessa região. 
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Abstract 
This study aimed to evaluate the pregnancy rate in cyclic lactating dairy cows inseminated at fixed time 

using eCG in the withdrawal of progesterone implant. The experimental design was a randomized blocks, two 
treatments with 32 repetitions for G1 and 31 repetitions for G2. The G1 control group: cows with hormonal 
protocol with the use of eCG; G2: cows with hormonal protocol without using eCG. The study presented to the 
Group eCG with pregnancy rate of 28.13%, while no eCG group had a 16.13% pregnancy rate. The statistical 
difference between the groups was not significant (p = 0.2522). In conclusion, the use of eCG had no influence 
on the pregnancy rate. 
Keywords: cattle, lactation, oestrus synchronization. 
Palavras-chave: bovinos, lactação, sincronização do estro. 

 

Introdução 
Nas últimas décadas, a pecuária vem passando por processo de incorporação de tecnologia visando 

principalmente melhoria dos índices de produtividade e aceleração do melhoramento genético. Neste sentido, 
considera-se a inseminação artificial (IA) como a biotécnica mais importante incorporada aos sistemas de 
produção da pecuária (Sugulle et al., 2006), pois implica em aproveitamento e globalização de touros 
zootecnicamente superiores, representando uma biotécnica fundamental para a obtenção de animais de maior 
mérito genético (Oliveira et al., 2012). 

O aperfeiçoamento e aplicação da inseminação artificial em tempo fixo (IATF) associado aos 
protocolos de sincronização do estro e ovulação aumentam a utilização da inseminação artificial e da 
transferência de embriões e, consequentemente, contribui para melhorar a eficiência reprodutiva e produtividade 
do rebanho nacional (Biernaski, 2011).  

Com este avanço tecnológico se reduz a estação de monta em um menor número de dias, além de não se 
perder com falhas na detecção do cio, minimizando o trabalho que seria dedicado a um mesmo lote durante toda a 
estação de monta, assim como, a redução dos dias de manejo. O desenvolvimento e adoção de tecnologias devem 
ser utilizados nos sistemas de produção, com isso um aumento na eficiência reprodutiva, nos causará um impacto 
econômico positivo, e pode-se afirmar que é de fundamental importância para o bom desempenho dos rebanhos 
(Galvani, 2009). 

Portanto, considerando o alto custo da inclusão de gonadotrofina coriônica equina (eCG) nos protocolos 
de IATF, julga-se razoável avaliar os benefícios da sua utilização em vacas leiteiras. Diante desse contexto, o 
estudo teve por objetivo avaliar a taxa de prenhez em vacas leiteiras lactantes cíclicas inseminadas em tempo 
fixo utilizando eCG  na retirada do implante de progesterona. 
 

Material e Métodos 
O experimento foi conduzido durante o período de março a maio de 2016, na Fazenda Flor da Serra, no 

município de Limoeiro do Norte, estado do Ceará, latitude -05° 13’ 06”, longitude -38° 01’ 23” com temperatura 
média anual de 27,6°C, com clima tropical semiárido e pluviosidade média anual de 762mm.  O experimento 
utilizou 63 vacas com aptidão leiteira, as quais apresentaram escore de condição corporal (ECC) médio entre 2,5 
e 3,0, mantidas sob condições semelhante de manejo. 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizado, sendo dois tratamentos com 32 
repetições para o G1, e 31 repetições para o G2, ambos constituídos por vacas cíclicas que apresentaram no 
momento do exame ginecológico ovários com a presença de corpo lúteo, submetidas a dois protocolos 
hormonais: G1 grupo controle: vacas com protocolo hormonal, com a utilização de eCG; G2: vacas com 
protocolo hormonal sem a utilização de eCG.  

Inicialmente, as fêmeas do G1 foram submetidas ao seguinte protocolo: receberam (D0) um dispositivo 
intravaginal de progesterona (CIDR) e aplicação de benzoato de estradiol (BE) por via intramuscular (2mL/IM), 
no oitavo dia (D8), foram aplicadas o eCG (2mL/IM), cloprostenol sódico (PGF2α)  (2mL/IM) e cipionato de 
estradiol (0,5 mL/IM), alem da retirada do CIDR,  após quarenta e oito horas (D10) foi procedida a inseminação 
artificial em tempo fixo (IATF). Para o grupo G2 foi realizado protocolo semelhante, diferindo apenas no D8, no 
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qual não foi realizada a aplicação de eCG. 
Para IATF utilizou-se sêmen comercial obedecendo aos requisitos mínimos exigidos de acordo com as 

normas do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (2013); padrão mínimo após descongelamento de 30% de 
motilidade e vigor 3; e concentração de espermatozoides progressivos/dose de 10x106. Todas as inseminações 
foram realizadas pela equipe responsável pelo setor visando diminuir a variabilidade. 

O diagnóstico de gestação foi procedido a partir de 40 dias após a inseminação, com auxílio da 
ultrassonografia (Ultrassom Veterinário Mindray P/B - DP 2200 VET®). 

Taxa de prenhez foi definida como a porcentagem de fêmeas prenhes, determinada após o exame 
ultrassonográfico, dividido pelo total de fêmeas inseminadas em tempo fixo. 

A análise dos dados foi realizada com auxílio do software Statistical Analysis System for Windows 
SAS® . A variável binomial, percentual da taxa de prenhez, foi analisada pelo teste de Qui quadrado (χ2).  

 

Resultados e Discussão 
Observando a Tabela 1 a taxa de prenhez correspondeu a 22,22% de um total de 63 animais, aos quais 

14 foram positivos e 49 negativos. 
 

Tabela 1. Taxa de prenhez de vacas cíclicas lactantes submetidas ou não à aplicação de eCG. 

Protocolo 
Diagnóstico 

Total Taxa de prenhez (%) 
Negativo Positivo 

G1- COM eCG 23 9 32 28,13 a 

G2- SEM eCG 26 5 31 16,13 a 
TOTAL 49 14 63 22,22 

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não apresenta diferença significativa entre os grupos (P > 0,05). 
 

A taxa de prenhez do grupo G1 (Com eCG)obteve um total de 28,13% e do grupo G2 (Sem eCG) 
16,13% de um total de 32 e 31 animais respectivamente. Apesar dos resultados serem distintos, com o G1 
apresentando taxas de prenhez mais elevada, não houve diferença significativa entre os grupos (p=0,2522). 

Estudos executados com objetivo de se estimar uma taxa de prenhez em bovinos leiteiros afirmam que 
uma taxa de 35% enquadra-se em uma taxa de sucesso. Porém, quando realizados algumas modificações nos 
protocolos, pode-se obter uma melhoria nos resultados. (Lucy, 2011). Neste estudo, os resultados se 
caracterizaram abaixo da média. No entanto, as pesquisas relatam que durante o verão, o estresse térmico reduz 
as taxas de concepção e prenhez e este efeito se mantém nos meses de outono (Wolfenson et al., 2000). 
Utilizando-se dessa afirmação justifica-se que por conta das altas temperaturas registradas na região, fez com 
que os animais apresentassem baixos índices reprodutivos. 

De acordo com Baruselli et al., (2008) o eCG, quando administrado em fêmeas, oferece condições para 
estimular o crescimento folicular e ovulação. Sua aplicação tem apresentado efeito positivo em rebanhos que se 
encontram em anestro, em animais recém-paridos, em animais com condição corporal comprometida (≤2,5 na 
escala de 1 a 5; Baruselli et al., 2004). Isso ocorre em função das características fisiológicas dessa gonadotrofina, 
como em razão do componente siálico no processo de glicosilação (Murphy; Martinuk, 1991) e sua capacidade 
em se ligar tanto aos receptores de FSH quanto de LH (Baruselli et al., 2004).Todavia, não é necessária para 
vacas cíclicas e com boa condição de escore corporal (Baruselli et al., 2004). 
 

Conclusão 
Conclui-se que as taxas de prenhez apesar de terem sido distintas, não tiveram diferenças significativas. 

Porém, maiores estudos são necessários para verificar a real necessidade e efeito da utilização do mesmo em 
rebanhos leiteiros. 
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