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RESUMO 

 

VILLELA, Glauco Barra, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2021. 
Avaliação da produção in vitro de embriões em um programa comercial e 
morfometria de órgãos genitais de doadoras Gir leiteiro. Orientador: José 
Domingos Guimarães. Coorientador: Victor Enrique Gomez Leon. 

 

Avaliou-se a eficiência da produção in vitro de embriões Girolando F1(Bos 

primogenitus taurus x Bos primogenitus indicus) e o número de oócitos aspirados de 

fêmeas Gir Leiteiro (Bos primogenitus indicus) classificadas como baixa, 

intermediária ou alta doadora de oócitos. Total de 473 registros de aspirações 

foliculares guiadas por ultrassom para produção in vitro de embriões de 255 

doadoras. Analisou-se a probabilidade de clivagem e a probabilidade de obtenção 

de embrião de acordo com o número de oócitos recuperados por doadora, o número 

de embriões obtidos quando as fêmeas foram divididas em quartis de baixo (<15, B-

MTOA), intermediário (entre 15 e 33, sendo agrupados os dois quartis 

intermediários, I-MTOA) ou alto (>34, A-MTOA) número de oócitos aspirados.  As 

variáveis quantitativas foram submetidas aos testes de Kolmogorov-Smirnov e de 

Bartlett para verificação de normalidade dos erros e homogeneidade de variâncias, 

respectivamente. O total de oócitos recuperados foi 11.815 em 468 procedimentos 

de OPU analisados, sendo a média do número de oócitos recuperados por doadora 

de 25,1±13,4. As médias do número oócitos recuperados para os animais foram 

10,86±0,30, 23,47±0,32 e 44,84±1,03 para os grupos B-MTOA, I-MTOA e A-MTOA, 

respectivamente. A análise de regressão logística mostrou aumento na 

probabilidade de se obter embriões de acordo com o aumento do número de oócitos 

recuperados. Na segunda etapa foram coletados órgãos genitais de 26 fêmeas para 

avaliação morfométrica de ovários, tuba uterina e útero. Os animais foram divididos 

em classes de idades (<56, de 56 a 90 e >91 meses), status (anestro, ciclando, 

gestante), contagem de folículos antrais (CFA; <15, de 15 a 33 folículos e >34 

folículos) e total de oócitos aspirados (TOA; <15, de 15 a 33 ócitos e >34 oócitos). 

As classes foram analisadas considerando as seguintes variáveis: idade, largura do 

ovário direito, espessura do ovário direito, comprimento do ovário direito, volume do 

ovário direito, peso do ovário direito, número de folículos contados no ovário direito, 

largura do ovário esquerdo, espessura do ovário esquerdo, comprimento do ovário 

esquerdo, volume do ovário esquerdo, número de folículos contados no ovário 



  

 

 

esquerdo, total de folículos contados nos dois ovários, comprimento e peso da tuba 

uterina direita, comprimento e peso da tuba uterina esquerda, comprimento dos 

cornos uterinos direito e esquerdo, número de aspirações, média do total de oócitos 

aspirados, média do total de oócitos viáveis, média do número de embriões 

produzidos, total de embriões viáveis/OPU, total de embriões transferidos/OPU, 

número total de embriões obtidos\doadora, número total de prenhez obtida após 

transferência dos embriões. Para os parâmetros quantitativos, os valores obtidos 

foram testados quanto a normalidade dos dados pelo teste de Lilliefors e a 

homocedasticidade das variâncias pelos testes de Cochran e Bartlett. Foi realizada 

correlação simples de Pearson para as varíaveis quantitativas. O comprimento do 

ovário direito foi maior para animais com idade superior, enquanto o comprimento do 

ovário esquerdo foi significativamente maior apenas para animais com maior idade 

com relação a animais de idade intermediária. Houve moderada correlação negativa 

entre o número de folículos presentes nos ovários e a idades dos animais.  

 

Palavras-chave: Oócito. Vacas. Reprodução. Fecundidade.  



  

 

 

ABSTRACT 

 

VILLELA, Glauco Barra, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 2021. 
Assessment of the in vitro production of embryos in a commercial program 
and morphometry of genital organs of Gir donors. Adviser: José Domingos 
Guimarães. Co-Adviser: Victor Enrique Gomez Leon. 

 

Evaluation of the efficiency of the in vitro production of Girolando F1 embryos (Bos 

primogenitus taurus x Bos primogenitus indicus) and the number of aspirated 

oocytes of Gir Leiteiro (Bos primogenitus indicus) females classified as low, 

intermediate or high oocyte gilding. Total of 473 records of follicular aspiration guided 

by ultrassom for in vitro production of embryos from 255 donors. Analysis of the 

probability of cleavage and the probability of obtaining embryo according to the 

number of oocytes recovered per doadora, or the number of embryos obtained when 

the females are divided into quartis of lower (<15, L-OR), intermediate (between 15 

and 33, being grouped two intermediate quartis, I-OR) or high (> 34, H-OR) number 

of aspirated oocytes. Thus, several quantitative forms are submitted to the 

Kolmogorov-Smirnov and Bartlett tests to verify normality of two errors and 

homogeneity of variances, respectively. The total number of oocytes recovered was 

11,815 in 468 OPU procedures analyzed, with the average number of oocytes 

recovered per donor being 25.1±13.4. The means of the number of oocytes 

recovered for the animal were 10.86±0.30, 23.47±0.32 and 44.84±1.03 for the L-OR, 

I-OR and H-OR groups, respectively. A logistic regression analysis showed an 

increase in the probability of obtaining embryos according to the increase in the 

number of recovered oocytes. In the second stage, the genital organs of 26 females 

were collected for the morphometric evaluation of the ovaries, uterine tube and 

uterus. The animals were divided into classes of age (<56, from 56 to 90 and >91 

months), status (anestrus, cycling, pregnant), antral follicle count (AFC; <15, from 15 

to 33 follicles and >34 follicles) e total aspirated oocytes (TAO; <15, from 15 to 33 

ocytes e> 34 oocytes). The classes were analyzed considering the following 

variables: age, right ovary width, right ovary thickness, right ovary length, right ovary 

volume, right ovary weight, number of follicles counted in the right ovary, left ovary 

width, thickness of left ovary, length of left ovary, volume of left ovary, number of 

follicles counted in left ovary, total follicles counted in both ovaries, length and weight 

of right fallopian tube, length and weight of left fallopian tube, length of uterine horns 



  

 

 

right and left, number of aspirations, average total aspirated oocytes, average total 

viable oocytes, average number of produced embryos, total viable embryos/OPU, 

total transferred embryos/OPU, total number of embryos obtained/donor, total 

number of pregnancies obtained after embryo transfer. For the quantitative 

parameters, the values obtained were tested for data normality using the Lilliefors 

test and the homoscedasticity of the variances using the Cochran and Bartlett tests. 

Simple Pearson correlation was performed for quantitative variables. Length of right 

ovarian was higher for older animals, while length of left ovarian was significantly 

higher only for older animals than for animals of intermediate age. There was a 

moderate negative correlation between the number of follicles present in the ovaries 

and the age of the animals. 

 

Keywords: Oocyte. Cows. Reproduction. Fertility.
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A produção in vitro de embriões (PIVE) apresentou importante crescimento nos 

últimos anos, ultrapassando o número de embriões produzidos in vivo (Sanches et 

al., 2019). O Brasil tem se destacado neste cenário, visto que é responsável por 

aproximadamente 25 % da PIVE no mundo, sendo o país com maior número de 

embriões transferidos em 2018 (IETS, 2019).  

A utilização da PIVE permite a multiplicação e disseminação de animais 

geneticamente superiores. Além disso, o uso da PIVE em larga escala no país é 

impulsionado pelo fato de grande parte do rebanho brasileiro ser constituído de 

animais Bos primogenitus indicus (De Oliveira, 2018), uma vez que vacas zebuínas 

apresentam maior quantidade de folículos antrais (Baldrighi et al., 2014) e, 

consequentemente, maiores números de oócitos recuperados, oócitos viáveis e 

embriões produzidos/aspiração quando comparadas com Bos primogenitus taurus 

(Pontes et al., 2010). 

A relação entre a contagem de folículos antrais (CFA) e a fertilidade tem sido 

alvo de estudo (Ireland et al., 2011; Mossa et al., 2012), uma vez que animais com 

alta CFA, apresentam maiores quantidade (Pontes et al., 2010; Pontes et al., 2011) 

e qualidade dos oócitos recuperados (Ireland et al., 2009), além de maior taxa de 

clivagem, maior taxa de blastocisto  (Santos et al., 2016)  maiores número de 

embriões produzidos (Silva-Santos et al., 2014) e número de prenhezes quando 

comparados com animais com baixa CFA (Pontes et al., 2011) . Desta forma, tem 

sido discutido se a CFA poderia ser um critério de seleção para fertilidade dos 

animais (Morotti et al., 2015).  

O Gir é uma raça zebuína, originária das regiões de Gir da Península de 

Kathiawar. Acredita-se que os primeiros exemplares da raça foram introduzidos no 

Brasil em 1906 por Teófilo Godoy ou pelo Sr. Wirmondes Machado Borges em 1919. 

Além disso, outras importações ocorreram em 1930, 1955, 1960 e 1962, 

contribuindo para a formação do Gir brasileiro. Na década de 30, alguns criadores 

identificaram animais da raça Gir que se destacaram pela capacidade de produção 

leiteira e, desde então, iniciaram os trabalhos para seleção de animais Gir com 

aptidão para produção de leite, com destaque para criação da Associação Brasileira 

de Criadores do Gir Leiteiro (ABCGIL) em 1980 e Programa Nacional de 

Melhoramento Genético do Gir Leiteiro (PNMGL) em 1985. Desde então, todos os 

anos é publicado pela ABCGIL/EMBRAPA o sumário brasileiro de touros, onde se 
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verifica o resultado do Teste de Progênie. Vem crescendo a utilização do Gir Leiteiro 

para cruzamento de animais com algum grau de sangue europeu (por exemplo, 

cruzamento com a raça Holandesa para produção de animais Girolando) a fim de 

promover heterose, permitindo aumentar a rusticidade, longevidade, vigor e 

docilidade dos animais sem prejudicar a produção leiteira. A raça Gir também se 

destaca pela grande produção de sólidos no leite (Porter, 2002; Souza Sobrinho et 

al., 2003). 

Considerando a busca por fêmeas Gir capazes de produzir maior número de 

embriões e melhores resultados de prenhezes, este estudo tem como objetivo 

melhor compreensão das possíveis correlações do número de oócitos recuperados 

por aspiração folicular com a PIVE e morfometria dos órgãos genitais femininos. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Oogênese 

Nos primeiros meses de vida fetal da fêmea bovina, é necessário o início da 

oogênese, na qual células germinativas primordiais migram do saco vitelino para a 

crista genital ainda em desenvolvimento e passam por numerosas divisões mitóticas, 

originando as oogônias (Smitz e Cortvrindt, 2002; Van Den Hurk e Zhao, 2005). 

Estas oogônias, contendo C-Kit, interagem com células mesonéfricas adjacentes 

que possuem Kit-Ligante para formação dos cordões oovígeros que irão separar as 

oogônias do interstício (Scaramuzzi et al., 2011), onde algumas continuam a 

proliferação por divisões mitóticas e algumas diferenciam em ovócitos primários 

(iniciam divisões meióticas). Subsequentemente ocorre uma perda da maior parte 

das oogônias e ovócitos primários por apoptose (Hittel et al., 2009) autofagia ou 

necrose. Assim, considera-se que estas vias de morte celular são essenciais para o 

adequado funcionamento dos processos de desenvolvimento, garantindo número 

suficiente de células, além de modular os recursos disponíveis para o 

desenvolvimento e facilitar a formação da reserva adequada de folículos primordiais 

(Grive, 2020).  

 Os ovócitos primários sobreviventes são interrompidos no estágio de diplóteno 

da prófase I e, quando rodeados por uma única camada de células foliculares 

achatadas (também denominadas células pré-granulosas) formam os folículos 

primordiais (Fortune et al., 2003; Scaramuzzi et al., 2011). Estes folículos irão 
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compor a reserva folicular ovariana (Findlay et al., 2019) e sua formação inicia entre 

90 a 140 dias da vida fetal (Yang e Fortune, 2008). 

Ao nascimento, a reserva folicular da bezerra é de 100.000 a 250.000, podendo 

variar dependendo da raça, genética, nível hormonal e ambiente uterino durante a 

gestação (Nilson e Skinner, 2009; Fortune et al., 2010; Ferreira, 2012; Walsh et al. 

2014; Weller et al., 2016)  Em ruminantes, todos os folículos primordiais são 

formados durante a vida fetal e, quando a população de folículos primordiais é 

estabelecida, grupos de folículos iniciam o crescimento gradualmente e 

sucessivamente (Van Den Hurk et al.,1997). Os folículos primordiais em bovinos 

variam de 30 a 50 µm, enquanto os oócitos presentes nestes apresentam em torno 

de 20 a 35 µm de diâmetro (Hulshof et al., 1994). 

2.2. Fatores que afetam a reserva folicular ovariana 

A formação dos folículos e estabelecimento da reserva ovariana durante a vida 

fetal pode sofrer influência de diversos fatores (Evans et al., 2012), por exemplo, a 

concentração de esteroides no microambiente ovariano durante esta fase pode 

regular a formação dos folículos, afetando a quantidade de folículos que compõem a 

reserva ovariana (Nilsson e Skinner, 2009; Fortune et al., 2010). Considerando o 

efeito do ambiente uterino materno na concentração de AMH, Akbarinejad et al. 

(2018) observaram que filhas de nulíparas e primíparas da raça Holandesa 

apresentaram menor concentração plasmática de AMH do que filhas de vacas 

pluríparas da mesma raça. Além disso, novilhas filhas de vacas com mais de quatro 

anos tiveram maior peso ao nascimento, ovários maiores e mais pesados, maiores 

números de folículos primordiais, secundários e folículos antrais quando 

comparadas com novilhas filhas de primíparas, assim como observado por Cushman 

et al. (2009), onde bezerras nascidas mais pesadas tiveram ovários mais pesados e 

com maior número de folículos antrais. De forma similar, Tenley et al. (2019) 

observaram que a morfometria, o peso ovariano e o número de folículos antrais e 

pré-antrais em ovários de novilhas foram influenciados pela idade da mãe.  

Adicionalmente, a nutrição materna pode influenciar no desenvolvimento dos 

órgãos reprodutivos de ratas (Bernal et al., 2010) ovelhas (Borwick et al., 1997; Rae 

et al., 2001) e vacas (Sullivan et al., 2009). Menor número de folículos antrais foi 

observado em ovários de novilhas filhas de vacas com restrição alimentar (60 % do 

requerimento de energia de mantença) durante o terço inicial da gestação, quando 

comparadas às filhas de vacas sem restrição alimentar (Mossa et al., 2013). Além 
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disso, Weller et al. (2016) observaram menor população de folículos primordiais e 

folículos totais em ovários de fetos de vacas com alta ingestão (ad libitum) 

comparada com moderada ingestão de alimento (100 % do requerido para 

mantença). No entanto, restrição ou acréscimo de 25 % na dieta da mãe durante o 

segundo e terceiro trimestre da gestação não influenciaram a reserva ovariana das 

filhas (Cushman et al., 2014). A relação positiva entre o peso ao nascimento com 

peso ovariano e CFA foi observado por Cushman et al. (2009), porém, diferentes 

dietas oferecidas após a desmama não influenciam na reserva folicular de novilhas 

(Admundson et al., 2015). 

Adicionalmente, filhas de vacas com alta contagem de células somáticas (CCS) 

crônica no leite durante a gestação tinham baixas concentrações plasmáticas de 

AMH, ovários menores e menor número de oócitos de boa qualidade, evidenciando 

a importância da saúde materna no desenvolvimento reprodutivo da prole (Ireland et 

al., 2011). Além disso, Succu et al. (2020) observaram que a temperatura do 

ambiente durante o desenvolvimento inicial do feto (1º trimestre de gestação) 

influenciou na CFA e concentração de AMH das novilhas da raça Holandesa, assim, 

quando esta fase de desenvolvimento ocorreu no verão a CFA e AMH foram 

menores (9 folículos e 400 pg/mL, respectivamente) quando comparado ao 

desenvolvimento no inverno (12 folículos e 650pg/mL, respectivamente).  

2.3. Foliculogênse – Fase pré-antral 

O processo de foliculogênese compreende a formação, ativação, crescimento e 

maturação folicular, sendo iniciado na vida fetal e resulta na formação de um folículo 

com capacidade ovulatória (Picton, 2001). A foliculogênese pode ser dividida em 

fases pré-antral a qual é independente de gonadotrofinas e fase antral, a qual é 

dependente de gonadotrofinas (Ferreira, 2010). 

Considera-se que o folículo pré-antral é ativado quando são observadas 

alterações morfológicas como crescimento do oócito, diferenciação e proliferação 

das células da granulosa, onde algumas destas células que rodeiam o oócito 

passam a ser cuboides, formando o folículo primário (Van Den Hurk et al.,1997) com 

diâmetro variando de 40 a 60 µm e o oócito com diâmetro de 30 a 40 µm (Hulshof et 

al., 1994). A ativação de folículos pré-antrais é um processo irreversível, ou seja, 

uma vez que o folículo primordial é ativado, ele evolui para os estágios 

subsequentes ou entra em apoptose (Findlay et al., 2019). O mecanismo 

responsável pela ativação e seleção dos folículos primordiais para o 
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desenvolvimento não está completamente esclarecido, mas diversos estudos têm 

demonstrado fatores que podem estar envolvidos neste processo (Fortune et al., 

2000; Yang e Fortune 2008; Yang et al., 2017). 

 Sabe-se que tanto a formação quanto a ativação de folículos pre-antrais não 

dependem da ação de gonadotrofinas (Richards, 2001) e, possivelmente são 

reguladas por fatores produzidos localmente que exercem ações parácrinas e 

autócrinas (Ferreira, 2012). Knigth e Glister (2006) mostraram que alguns membros 

da superfamília de fatores de crescimento transformante beta (TGF-β) exercem 

papel fundamental no desenvolvimento folicular desde os estágios pré-antrais. 

Estudos in vitro de cultivo ovariano demonstram efeitos positivos da adição de KIT-

Ligante, fator inibidor de leucemia (LIF), fator de crescimento fibroblasto-básico 

(FGF-b) e insulina na ativação de folículos primordiais (Fortune, 2003). Fortune et al. 

(2011) realizaram cultivo in vitro de córtex ovariano de feto bovino em meio 

Waymouth acrescido de ITS+ (insulina, transferrina, ácido selênio, albumina sérica 

bovina e ácido linoleico) ou TS+ (semelhante ao ITS+, exceto pela ausência de 

insulina). Estes autores observaram que em meio ITS+, houve aumento do número 

de folículos primários e diminuição do número de folículos primordiais, evidenciando 

que a presença de insulina no meio de cultivo in vitro atua como potente estimulador 

da ativação folicular. No entanto, no meio TS+ os folículos mantiveram saudáveis 

embora não houvesse aumento de primários nem diminuição de primordiais,  

Durlinger et al. (1999) sugeriram que o hormônio anti-Mulleriano (AMH) exerce 

efeito de inibição da ativação folicular, ao observarem que ratas mutantes nulas de 

AMH, apesar de serem férteis, apresentaram depleção precoce da reserva de 

folículos ovarianos quando comparadas às wild-type. Com intuito de investigar 

interações entre o AMH e outros fatores relacionados à ativação folicular, Nilsson et 

al. (2007) relataram que o AMH suprimiu a expressão de fator de crescimento e 

diferenciação-9 (GDF-9), proteína morfogênica óssea-15 (BMP-15), proteína 

morfogênica óssea-4 (BMP-4) e de receptores C-KIT e receptor FGF. Nesse sentido, 

mais recentemente, Yang et al. (2017) demonstraram efeito do AMH na ativação de 

folículos primordiais. Estes pesquisadores cultivaram córtex ovariano de fetos 

bovinos e utilizaram meio com insulina atuando como fator ativador (Fortune et al. 

2011) e observaram que, com 12 dias de cultivo o AMH reduziu em 50% no número 

de folículos primários em comparação com o grupo controle, além de serem 

observadas diferenças entre os grupos nos diâmetros dos oócitos e dos folículos. 
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Além disso, estes autores demonstraram por análise imuno-histoquímica que células 

da granulosa de folículos secundários e pequenos folículos antrais foram coradas 

para AMH, sugerindo a produção deste hormônio por estas células e inferindo que o 

AMH produzido nos estágios secundário e posterior poderia inibir a ativação e 

retardar o crescimento de folículos primários (Fortune et al., 2011; Yang et al., 2017).  

A constante atividade proliferativa das células da granulosa resulta na 

formação de mais de uma camada destas células ao redor do oócito, quando este 

folículo passa a ser classificado como folículo secundário, podendo apresentar até 

seis camadas de células da granulosa e medindo aproximadamente 150 µm de 

diâmetro (Lussier et al., 1987). Esta transição de estágio primário para secundário 

apresenta importante participação do GDF-9 nas células da granulosa, por exibir 

efeito proliferativo destas células (Vitt et al., 2000; Gilchrist et al., 2006), uma vez 

que ratas knowcout para GDF-9 mostraram-se estéreis devido o bloqueio do 

desenvolvimento folicular no estágio de primário para secundário (Donj et al., 1996).  

 Durante o crescimento inicial do folículo secundário, fibras de tecido conjuntivo 

são arranjadas paralelamente à membrana basal para formação das células da teca 

(Van Den Hurk et al.,1997), onde novamente parece haver efeito do GDF-9, sendo 

envolvido no recrutamento de células do estroma ovariano (Juengel e McNatty, 

2005). Neste momento, já se tem formada a zona pelúcida, uma camada 

glicoproteica entre o oócito e a camada da granulosa mais interna. Enquanto o 

suprimento de nutrientes em folículos nos estágios anteriores era por meio de 

difusão passiva através dos vasos sanguíneos presentes no estroma ovariano, neste 

momento, a formação de capilares envolvendo as células da teca se mostra 

necessária para o crescimento folicular nos próximos estágios, embora as células da 

granulosa permaneçam avasculares (Tamanini e De Ambrogi, 2004; Robinson et al., 

2009). Adicionalmente, em torno de 40% da proliferação das células da teca é de 

origem endotelial (Martelli et al., 2009) e o Fator de Crescimento do Endotélio 

Vascular (VEGF) é um possível candidato para promover a angiogênese, uma vez 

que a administração deste fator é capaz de estimular o desenvolvimento de folículos 

secundários em vacas (Yang e Fortune, 2007). Ainda no estágio de folículo 

secundário, o oócito bovino alcança em torno de 60 µm de diâmetro, ocorre 

formação dos grânulos corticais no oócito e é possível observar o desenvolvimento 

das junções GAP entre o oócito e as células da granulosa (Gilchrist et al.,2004). A 

formação destas junções é controlada pelo estrógeno (Schams e Berisha, 2002) e 
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estas permitem o transporte bidirecional, entre o oócito e as células da granulosa, de 

metabólitos, nutrientes e moléculas reguladoras (Albertini et al., 2001).  

2.4. Foliculogênese – Fase antral 

No estágio de folículo secundário ocorre proliferação das células da granulosa, 

formando até 4-6 camadas e, este estágio termina quando é formada a cavidade 

antral, quando este folículo passa a ser chamado de folículo terciário ou antral 

(Fortune, 2003). 

Com o desenvolvimento do antro e crescimento folicular, estes folículos que 

antes desenvolviam por estímulos de fatores intraovarianos com ações parácrina e 

autócrina, passam a ser dependentes de gonadotrofinas para continuarem o 

desenvolvimento a partir de 3-4 mm de diâmetro (Fortune, 2003). Assim, a presença 

de líquido no antro folicular permite a visualização destes folículos com uso da 

ultrassonografia, contribuindo para compreensão e monitoramento da dinâmica de 

crescimento folicular.  

A emergência de um grupo de folículos com 3-4 mm é precedida por uma onda 

do hormônio folículo estimulante (FSH; Adams et al., 1992) sendo este responsável 

pelo crescimento e desenvolvimento destes folículos principalmente até a fase de 

desvio folicular. Neste momento, o hormônio luteinizante (LH) apresenta importante 

função para iniciar a esteroidogênese por estimulo da expressão de P450scc via 

AMPc. O FSH atua estimulando a mitose das células da granulosa e aumentando o 

processo de aromatização pelo estímulo da enzima P450aromatase, resultando na 

produção de estradiol a partir de androstenediona (Miller e Richard, 2011). Além 

disso, o momento em que o folículo passa a ser dependente de FSH para o seu 

crescimento coincide com o período de proliferação e separação das células da 

granulosa em células do cumulus e células murais (Richards, 2001). O crescimento 

destes folículos durante o ciclo estral segue cronologicamente o desenvolvimento 

pré antral. Contudo, nem todos os folículos crescem durante o ciclo estral, pois a 

maioria é perdida pelo processo de apoptose (Aerts e Bols, 2010a). Assim, 99,9 % 

dos folículos primordiais da reserva ovariana morrem por apoptose (Morita e Tilly, 

1999). O desenvolvimento de folículos antrais durante o ciclo estral ocorre em 

padrão de ondas (Evans et al., 1994), sendo geralmente 2 ou 3 ondas, mas podendo 

ocorrer uma ou quatro ondas por ciclo estral (De Rensis e Peters, 1999). O 

recrutamento compreende o crescimento de um pool de folículos antrais a cada 

onda folicular, desenvolvendo os folículos que escaparam do processo de apoptose 
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devido aumento na concentração de FSH (Aerts e Bols, 2010b). Durante cada onda 

do ciclo estral, os folículos recrutados são submetidos à seleção e normalmente 

apenas um folículo se torna dominante enquanto o restante entra em atresia 

(Ginther et al., 2000). Após a emergência de um grupo de folículos, inicia-se fase de 

crescimento comum, onde observa-se todos folículos com aproximadamente 4mm 

de diâmetro apresentam a mesma taxa de crescimento (Ginther, 2016). Neste 

momento, os folículos em crescimento (3-5mm) produzem fatores como a inibina, 

hormônio relacionado ao declínio na concentração de FSH até o momento da 

seleção folicular (Gibbons et al., 1999; Ginther, 2016). A fase de crescimento comum 

termina com o início do desvio de diâmetro, fase em que há maior mudança nas 

taxas de crescimento entre os dois maiores folículos, onde o futuro folículo 

dominante continua o crescimento na mesma taxa e há diminuição da taxa de 

crescimento dos folículos subordinados (Ginther, 2016).  

Neste momento, o maior folículo (F1) libera maior concentração de estradiol, 

responsável (junto com a inibina) por suprimir a concentração plasmática de FSH, 

permitindo concentração adequada deste hormônio suficiente para o crescimento do 

F1, mas não para o primeiro folículo subordinado (F2). Havendo também transitório 

aumento no LH, o F1 passa a ser mais dependente do LH do que do FSH (Mihm et 

al., 2006; Gomez-Leon et al., 2020), uma vez que receptores para LH desenvolvem 

nas células da granulosa aproximadamente 8 horas antes de iniciar o desvio 

(Ginther et al., 2001; Ginther, 2016). Além disso, o aumento na concentração de 

estradiol afeta a frequência dos pulsos de GnRH, resultando em elevada secreção 

de LH (Aerts et al., 2010b). O pico de LH estimulado pela alta concentração de 

estradiol é responsável por desencadear uma cascata de eventos como expressão 

de genes envolvidos na ovulação (Richards et al., 2002), liberação de agentes 

inflamatórios, fragilização da túnica albugínea e teca externa, liberação de lipoxinas, 

produção de hialuronidase e luteinização (Aerts e Bols., 2010b; Ferreira, 2012). 

 

2.5. Contagem de folículos antrais 

A soma do número de folículos (> 3 mm) visualizados pelo uso da 

ultrassonografia nos dois ovários é representada como contagem de folículos antrais 

(CFA) e tem sido considerado como um marcador de fertilidade, sendo relacionado 

com índices de eficiência reprodutiva (Mossa et al., 2012; Morotti et al., 2017). 

Apesar de a CFA ter grande variação entre animais (Burns et al., 2005), esta 
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apresenta alta repetibilidade em um mesmo animal (Silva-Santos et al., 2014), sendo 

a repetibilidade do pico de 0,84 e do número médio 0,89 para folículos contados em 

um mesmo indivíduo durante três ondas do ciclo estral (Ireland et al., 2007). 

Além de relatada variação de CFA entre indivíduos da mesma raça, há grande 

variação entre raças (Alvarez et al., 2000). Baldrighi et al. (2014) observaram 

diferença nas populações de folículos antrais entre grupos raciais, onde fêmeas da 

raça Gir (Bos primogenitus indicus) apresentaram maior número de folículos antrais 

(média de 60 folículos) quando comparadas com fêmeas da raça Holandesa (Bos 

primogenitus taurus, média de 35,9 folículos). Entretanto, Silva-Santos et al. (2011) 

não observaram diferenças no total de folículos pré-antrais entre vacas Bos 

primogenitus taurus e vacas Bos primogenitus indicus.  

Ovários com alta CFA apresentam maior número de folículos morfologicamente 

saudáveis em todos os estágios de desenvolvimento (primordiais, primários, 

secundários e antrais) quando comparados com ovários de baixa CFA (Ireland et al., 

2008). Similarmente, Vasconcelos (2017) observou que ovários de vacas pluríparas 

Bos primogenitus indicus com alta CFA apresentaram maior número de folículos 

primordiais e primários e volume ovariano do que ovários de Intermediária-CFA e 

Baixa-CFA. Assim, tem sido mostrada uma relação entre a reserva ovariana e a 

CFA. Ademais, tem sido sugerido que o tamanho da reserva folicular ovariana pode 

determinar a duração da vida reprodutiva e influenciar na fertilidade durante a vida 

adulta (Evans et al., 2010; Evans et al., 2012; Mossa et al., 2012). Desta forma, 

pesquisadores têm demonstrado interesse em entender a regulação das fases 

iniciais do desenvolvimento folicular e eventos que originam a reserva ovariana 

(Fortune et al., 2013). 

 

2.6. CFA, AMH e eficiência reprodutiva    

Diversos estudos têm demonstrado haver alta correlação entre a concentração 

de AMH plasmático com a CFA, inferindo que a dosagem de AMH pode predizer a 

população de folículos antrais em fêmeas das raças Holandesa (Batista et al., 2014; 

Baldrighi et al., 2014; Guerreiro et al., 2014), Nelore (Batista et al., 2014; Guerreiro et 

al., 2014; Grigoletto et al., 2020), Gir (Baldrighi et al., 2014), Tabapuã (Maculan et 

al., 2018) e Girolando (Cardoso et al., 2018). Entretanto, Gobikrushanth et al. (2017) 

observaram maior repetibilidade para AMH do que para CFA em vacas lactantes ao 

avaliar em dia aleatório ou dia esperado da emergência de uma onda folicular, 
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sugerindo que a dosagem da concentração plasmática de AMH pode ser um 

marcador mais confiável do que a CFA para testar associações com resultados 

reprodutivos.                                                                                                                                                                                                                                               

Em vista da alta correlação da concentração de AMH com a CFA, a dosagem do 

AMH plasmático tem sido utilizada como marcador endócrino em busca de possíveis 

relações com a eficiência reprodutiva (Baldrighi et al., 2014; Cardoso et al., 2018; 

Grigoletto et al., 2020).  

Novilhas da raça Braford com maior CFA chegaram à puberdade mais cedo, 

onde maior proporção de novilhas com intermediaria (12/17) e alta CFA (7/17) foram 

inseminadas mais cedo do que baixa CFA (2/16) (Santa Cruz et al., 2018). Enquanto 

Faria (2020) observou tendência para novilhas da raça Senepol com alta e 

intermediária CFA serem mais precoces que novilhas com baixa CFA. 

Adicionalmente, Jimenez-Krassel et al. (2015) observaram que a concentração 

plasmática de AMH foi positivamente associada com a vida produtiva de novilhas de 

leite no rebanho, uma vez que novilhas com menor concentração de AMH 

apresentaram maior probabilidade de serem descartadas após o nascimento do 

primeiro bezerro. Em contraste, Jimenez-Krassel et al. (2017) observaram que 

animais com alta CFA tiveram 180 dias a menos no rebanho e houve tendência para 

estes animais apresentarem menor vida produtiva que vacas com intermediária CFA. 

 O intervalo de parto-concepção foi menor em animais com alta CFA do que 

baixa CFA, além disso, houve maior taxa de prenhez por IA após a observação de 

cio ou com uso do protocolo Ovsynch, maior taxa de prenhez em 6 semanas e taxa 

de prenhez geral em vacas com alta CFA do que com média ou baixa-CFA (Martinez 

et al., 2016). Ribeiro et al. (2014) observaram que vacas lactantes que emprenharam 

durante a estação de monta tiveram maior concentração de AMH do que vacas 

vazias, além disso, houve maior perda de gestação (de 30 a 65 dias) para animais 

com baixa concentração de AMH do que vacas com intermediária e alta 

concentrações (16,7; 8,5 e 8,0 %, respectivamente).  

Vacas da raça Holandesa (Bos primogenitus taurus) classificadas como alta 

CFA (≥25 folículos) apresentaram maiores taxas de prenhez geral e menor intervalo 

parto-concepção do que fêmeas classificadas como baixa CFA (≤15 folículos), 

quando inseminadas após a observação de estro. Além disso, vacas com alta CFA 

tinham 3,34 mais chances de estarem gestantes no final da estação de monta em 

comparação com vacas de baixa CFA (Mossa et al., 2012). Estes resultados 



 

 

19 

 

 

 

corroboram com os achados por Cushman et al. (2009) onde menor porcentagem de 

novilhas com baixa CFA estavam gestantes no final da estação de monta, quando 

comparadas com novilhas de alta CFA (85,5 e 94,3 %, respectivamente). Vacas 

repetidoras de cio apresentam menor número de folículos antrais observados no 

córtex ovariano e menor concentração de progesterona 6 dias após o acasalamento 

(Maurer e Echternkamp, 1985). Ademais, Gobikrushanth et al. (2019) observaram 

que vacas com alta e intermediária concentrações de AMH tiveram respectivamente 

1,42 e 1,51 vezes mais probabilidade de ficarem gestantes em 84 dias de estação 

de monta, quando inseminadas após a observação do estro, do que vacas com 

baixa concentração de AMH, resultando em 90,3; 90,8 e 86,8% de taxas de prenhez 

ao final da estação para alta, média e baixa concentração de AMH, respectivamente.  

Adicionalmente, Maculan et al. (2018) encontraram correlação negativa da CFA com 

intervalo de partos. 

Outros estudos apresentam resultados contraditórios, Dos Santos et al. (2016) 

não observaram influência da CFA na taxa de concepção de vacas submetidas à 

inseminação artificial em tempo fixo (IATF). Resultados similares foram observados 

por Moraes et al. (2016) onde não foi verificado diferença na taxa de concepção de 

fêmeas com alta, intermediária ou baixa CFA, apesar de haver tendência para 

animais com baixa CFA apresentarem taxas superiores de concepção. Além disso, 

maior taxa de concepção foi observada em vacas com baixa CFA (61,7 %) do que 

vacas com intermediária ou alta CFA (52,9 e 49,5 %, respectivamente) quando 

submetidas a IATF (Morotti et al., 2018). Além disso, Batista et al. (2020) 

observaram um comportamento quadrático da concentração de AMH em função do 

resultado de prenhez após a IATF, onde animais com baixa concentrações de AMH 

apresentaram baixa taxa de prenhez por inseminação, animais com intermediária 

concentração de AMH apresentaram resultados superiores de prenhez e animais 

com alta concentração de AMH apresentando resultado inferior de prenhez por 

inseminação.  

Em relação à dinâmica de crescimento folicular, Mossa et al. (2010) não 

observaram diferenças no diâmetro dos 3 maiores folículos durante os 3 primeiros 

dias da onda folicular, sendo iguais para vacas com alta e baixa CFA. Além disso, 

não foi observada diferença no desenvolvimento do folículo ovulatório 12 horas após 

a luteólise. Entretanto, Batista et al. (2020) não observaram relação entre a 

concentração de AMH e fertilidade após a IATF, entretanto animais com alta 
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concentração de AMH tiveram maior CFA, menor taxa de crescimento folicular após 

a remoção do dispositivo de P4, menor folículo pré-ovulatório e menor taxa de 

ovulação. Além disso, Morotti et al. (2018) observaram diferenças na dinâmica 

folicular, onde diâmetro folicular no D4, D8, D9 e D10 foi maior em vacas com baixa 

CFA do que vacas com alta CFA, além disso, o diâmetro estimado do folículo 

ovulatório tendeu ser maior em fêmeas com baixa CFA do que alta CFA.  

 

2.7. Efeito da CFA na produção de embriões 

A CFA pode ser usada como ferramenta auxiliar para seleção de animais com 

maior potencial quantitativo de produção de embriões (Zangirolamo et al., 2018). 

Paralelamente, a dosagem da concentração de AMH plasmático pode também ser 

utilizada como marcador endócrino para PIVE, uma vez que, há correlação positiva 

da concentração de AMH com o número de folículos aspirados, CCOs recuperados, 

CCOs viáveis e embriões produzidos in vitro em fêmeas das raças Holandesa (Bos 

primogenitus taurus) e Nelore (Bos primogenitus indicus), embora não tenha sido 

observada correlação com taxa de blastocisto (Guerreiro et al., 2014).  

 Assim, Vasconcelos (2017) relatou que o número de oócitos viáveis de grau I e 

II para fêmeas com alta CFA e o total de embriões foram maiores para fêmeas com 

alta e intermediária CFA do que em fêmeas de baixa CFA. Além disso, o número 

médio de blastômeros foi maior em blastocistos (D7) provenientes de animais com 

alta CFA do que em fêmeas de intermediária e baixa CFA. Contudo, a eficiência da 

conversão de oócitos viáveis em prenhez foi maior para fêmeas de baixa CFA. 

Adicionalmente, o número de oócitos recuperados, oócitos submetidos a maturação 

in vitro (MIV), número de blastocistos (dias 6-8), e número de blastocisto eclodido foi 

3-4 vezes maior para animais de alta CFA em comparação com baixa CFA, apesar 

das proporções de oócitos classificados por grau de qualidade. Porém, a taxa de 

clivagem e rendimento de blastocistos não diferirem quando expresso em 

porcentagem de CCOs cultivados (Ireland et al., 2007). Similarmente, Rosa et al. 

(2018) não observaram diferença nas taxas de clivagem e taxas de blastocisto, 

respectivamente, entre animais com alta CFA (76,6 e 40,6 %) e baixa CFA (79,5 e 

38,6 %). 

Adicionalmente, Garcia (2017) relatou maior número de oócitos aspirados e 

oócitos viáveis observados em fêmeas da raça Nelore com alta CFA, contudo, não 

foi verificado diferença na porcentagem de embriões clivados (80,4 vs. 75,6 %), 



 

 

21 

 

 

 

enquanto o número e a porcentagem de blastocistos no D7 (39,8 vs. 26,1 %) foram 

maiores para vacas de alta CFA (entre 23-40 folículos) do que baixa CFA (entre 6-12 

folículos). Já em vacas da raça Girolando foram observados maiores números de 

oócitos recuperados, embriões produzidos e taxas de blastocisto (23,0 vs. 18,4 %) e 

prenhez (42,7 e 32,7 %) para vacas de alta CFA (entre 35-52 folículos) do que baixa 

CFA (entre 11-17 folículos). Similarmente, Santos et al. (2016) observaram que 

vacas com alta CFA tiveram maior proporção de oócitos viáveis, maiores taxa de 

blastocisto e número de blastocistos viáveis quando comparada com vacas com 

CFA intermediária e baixa.   

Na produção in vivo de embriões após a superovulação, Ireland et al. (2007) 

observaram maiores números de corpo lúteo (CL), embriões transferíveis por animal 

e proporção de embriões não transferíveis para animais do grupo alta CFA do que 

baixa CFA, embora a taxa de recuperação de embriões (embriões recuperados/CL) 

tenha sido semelhante entre os dois grupos. Entretanto, a proporção de embriões 

transferíveis foi maior para animais de baixa CFA (79,8 %) em comparação com alta 

CFA (50,7 %). Uma relação direta entre a concentração plasmática de AMH e a 

resposta superovulatória para produção de embriões também foi verificado por 

outros autores (Monniaux et al., 2010; Rico et al., 2012; Souza et al., 2015). Isto 

sugere que a dosagem deste hormônio pode ser um marcador endócrino para 

predizer a capacidade de produção in vivo de embriões. 

 

2.8. Relação CFA e hormônios reprodutivos 

Além das diferentes concentrações plasmáticas de AMH observadas entre 

animais de alta e baixa CFA, estudos têm demonstrado possíveis relações com 

outros hormônios reprodutivos. Por exemplo, a concentração de FSH foi maior antes 

do pico pós-ovulatório de FSH e as concentrações basais tenderam a ser maior até 

três dias após o pico da concentração de FSH em vacas com baixa CFA quando 

comparadas com alta CFA (Ireland et al., 2007). Maior concentração plasmática de 

FSH em animais de baixa CFA do que alta CFA também foi observada por 

Sakaguchi et al. (2019). Apesar de Ireland et al. (2007) não verificarem diferenças 

nas concentrações de estradiol entre animais com alta e baixa CFA, Sakaguchi et al. 

(2019) observaram maiores concentrações plasmáticas e no fluido folicular de 

estradiol e testosterona em estágio pré-ovulatório de fêmeas com alta CFA. Apesar 

de não haver diferença na produção basal de androstenediona, a produção de 
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androstenediona induzida por LH foi 2,5 vezes maior e a expressão de mRNA para 

CYP17A1 foi 60% maior nas células da teca (CT) de folículos de vacas com alta 

CFA do que baixa CFA. Novilhas com baixa CFA tiveram menor concentração sérica 

de testosterona entre os dias 0 e 14 do ciclo estral do que novilhas com alta CFA, e 

vacas com baixa CFA tiveram menor concentração entre os dias 6 e 21 do que 

vacas com alta CFA. Além disso, as concentrações de androstenediona e estradiol 

no fluido folicular foram 77 % (32,67 vs 109,55 ng/mL) e 26 % (435 vs 588 ng/mL) 

menores em folículos ovulatórios de animais com baixa do que alta CFA (Mossa et 

al., 2010). A concentração plasmática de progesterona (P4) foi 30 a 50 % menor 

entre os dias 3 a 14 do ciclo estral em fêmeas de baixa CFA comparadas com 

fêmeas de alta CFA, apesar do tamanho do corpo lúteo ter sido similar (Jimenez-

Krassel et al., 2009; Martinez et al., 2016). Isto pode ser explicado pela maior 

capacidade das células luteais de animais com alta CFA produzirem progesterona e 

25-hydroxicolesterol em resposta aos pulsos de LH, quando comparadas com 

animais de baixa CFA (Jimenez-Krassel et al. 2009). Em contraste, Sakaguchi et al. 

(2019) não verificaram diferenças da concentração de P4 entre animais de alta e 

baixa CFA, enquanto Mossa et al. (2010) não observaram diferenças nas 

concentrações de progesterona no fluido folicular de animais com baixa e alta CFA 

(123 vs. 101 ng//mL).   

 

2.9. CFA e órgãos reprodutivos 

Mudanças morfológicas nos órgãos reprodutivos ocorrem constantemente e 

estão relacionadas com eventos biológicos como puberdade, ciclo estral, gestação e 

período pós-parto (Nascimento et al., 2003; Hafez e Hafez, 2004; León, 2014). 

Ovários com alta CFA apresentam maiores peso e volume, além de maior número 

de folículos pré antrais compondo a reserva ovariana, quando comparados com 

ovários com baixa CFA (Ireland et al., 2008; Vasconcelos, 2017) assim como maior 

diâmetro, perímetro e área ovariana em vacas com alta CFA do que baixa CFA 

(Morotti et al., 2018). Em contraste, num estudo morfológico comparativo de ovários 

de vacas e novilhas, Monteiro et al. (2009) observaram maior porcentagem de 

folículos antrais em ovários novilhas do que vacas da raça Nelore. Entretanto, os 

ovários de vacas foram mais pesados. Assim, Maculan et al. (2018) não observaram 

influência do volume ovariano na CFA.  
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O epitélio de revestimento da tuba uterina é constituído principalmente por 

células ciliadas e células não ciliadas secretoras, sendo que a proporção e o volume 

destas células podem variar de acordo com as alterações hormonais durante o ciclo 

estral (Yániz et al., 2000; Morkhtar, 2015). As células secretoras estão envolvidas na 

secreção do fluído do oviduto e este apresenta papel importante nas funções 

espermáticas e desenvolvimento do embrião (Hafez e Hafez, 2004). Fontes et al. 

(2018) observaram diferença no comprimento tubárico entre fêmeas das raças 

Nelore e Aberdeen Angus, mas não houve diferença para esta característica entre 

animais com alta ou baixa CFA. Entretanto, foram observadas diferentes 

concentrações de proteínas na ampola tubárica em animais com alta (5.70 μg/μL) e 

baixa (8.99 μg/μL) CFA. 

Mudanças no útero em resposta aos esteroides ovarianos são observadas 

durante o ciclo estral e estas alterações são fundamentais para ocorrência tanto da 

atividade cíclica como para desenvolvimento da gestação. Sob influência do 

estradiol durante a fase folicular há o aumento da espessura endometrial, com 

edema e hiperemia endometrial, além de maior atividade de células secretoras de 

muco (Priedkalns e Leises, 1998). Em contrapartida, durante a fase luteal, o 

aumento das concentrações de progesterona permite aumento da atividade 

secretora das glândulas endometriais (Hopper, 2015). Em adição, Jimenez-Krassel 

et al. (2009) observaram que espessura endometrial, desde a ovulação até 6 dias 

depois, foi maior em fêmeas com alta CFA do que baixa CFA. Além disso, foi 

observado que novilhas com alta CFA apresentavam maior peso uterino, maior 

diâmetro de corno uterino e maior concentração proteica no útero do que novilhas 

com baixa CFA. Entretanto, McNeel et al. (2017) não verificaram diferença na 

porcentagem de área endometrial ocupada por glândulas endometriais entre animais 

com alta e baixa CFA. 

 

2.10. Repetibilidade e herdabilidade das características reprodutivas 

Apesar das herdabilidades estimadas para características reprodutivas  

anteriormente estudadas serem baixas (Berry et al., 2014), a herdabilidade para 

CFA tem sido alvo de estudo (Walsh et al., 2014), uma vez que esta característica 

mostrou estar associada com desempenho reprodutivo (Pontes et al.,2011; Mossa et 

al., 2012; Silva-Santos et al., 2014; Morotti et al., 2015). Desta forma, Snelling et al. 

(2012) sugeriram haver herdabilidade baseada no pedigree de 0,73 para CFA em 
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novilhas de corte. Além disso, Walsh et al. (2014) observaram herdabilidades de 

0,25 e 0,31 para CFA em novilhas e vacas da raça Holandesa, respectivamente.  

Adicionalmente, Nawaz et al. (2018) analisaram a concentração plasmática de 

AMH e observaram herdabilidade de 0,43 baseada no pedigree e herdabilidade 

genômica de 0,36 em novilhas da raça Holandesa. Corroborando, Gobikrushanth et 

al. (2018) relataram herdabilidade de 0,46 em vacas da raça Holandesa. Em outro 

estudo, Gobikrushanth et al. (2019) trabalharam com 2.628 vacas de 35 rebanhos e 

observaram herdabilidade de 0,40 baseada no pedigree e herdabilidade genômica 

para AMH de 0,45. Além disso, Vizona et al. (2020) verificaram herdabilidade para 

número de oócitos viáveis, número de oócitos grau I e número de embriões 

produzidos de 0,32, 0,16 e 0,27, respectivamente, enquanto as repetibilidades para 

estas características foram 0,63, 0,33 e 0,56, respectivamente. Estes resultados 

sugerem que a seleção genética para a concentração AMH plasmático poderia 

melhorar o potencial reprodutivo de rebanhos bovinos, uma vez que há correlações 

da concentração de AMH e CFA com as características reprodutivas 

economicamente relevantes (Morotti et al., 2015; Zangirolamo et al., 2018). 

Diante do exposto, o conhecimento dos processos fisiológicos e estudos de 

correlações com diversos parâmetros de biometria ovariana e de órgãos genitais 

poderão auxiliar no processo de seleção de animais de maior fertilidade e produção, 

e consequentemente no melhoramento da raça.  
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CAPITULO 1 

4. Diferenças na produção in vitro de embriões provenientes de doadoras 

de oócitos da raça Gir classificadas com baixo, intermediário ou alto 

número de oócitos recuperados 

 

4.1. INTRODUÇÃO 

As biotecnologias aplicadas à reprodução de bovinos contribuem 

expressivamente para o melhoramento genético animal. A aspiração folicular guiada 

por ultrassonografia (OPU, Ovum pick up) associada à produção in vitro de embriões 

(PIVE) têm destaque neste cenário, uma vez que estas tecnologias permitem a 

obtenção de maior número de descendentes de fêmeas com mérito genético 

superior. Diversos estudos têm mostrado fatores que influenciam na eficiência 

destas biotecnologias reprodutivas, e, apesar dos avanços alcançados, existe 

grande variabilidade nos resultados obtidos quando utilizadas diferentes raças e 

categorias de animais como doadores de oócitos (Pontes et al. 2011; Oliveira et al., 

2014; Baruselli et al., 2016; Watanabe et al. 2017). No entanto, a PIVE é 

responsável por 72,7% de embriões bovinos produzidos no mundo, sendo a maior 

parte destes embriões provenientes de rebanhos leiteiros (Viana, 2019). 

Vem crescendo a utilização do Gir Leiteiro para cruzamento de animais com 

algum grau de sangue europeu (por exemplo, cruzamento com a raça Holandesa 

para produção de animais Girolando) a fim de promover heterose, permitindo 

aumentar a rusticidade, longevidade, vigor e docilidade dos animais sem prejudicar a 

produção leiteira. Além disso, é possível obter maior produção de embriões quando 

oócitos são coletados de doadoras Gir (Bos primogenitus indicus) quando 

comparada à obtenção de oócitos de doadoras Bos primogenitus taurus (Souza 

Sobrinho et al., 2003; Pontes et al., 2010). 

Recentemente, grupos de pesquisas têm buscado entender a influência da 

população de folículos antrais na fertilidade de fêmeas submetidas às biotecnologias 

reprodutivas, porém os resultados observados ainda são controversos (Jimenez- 

Krassel et al., 2017; Cardoso et al., 2018; Grigoletto et al., 2020). Neste sentido, a 

aspiração folicular de animais com alta contagem de folículos antrais (CFA) permite 

maior recuperação de oócitos e, em geral, maior número de embriões obtidos destas 

doadoras. No entanto, as taxas de conversão de oócitos em embriões são maiores 

para animais da raça Nelore (Bos taurus indicus – Santos et al., 2016), mas não 
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para animais da raça Holandesa (Bos taurus taurus – Ireland et al., 2007) que 

apresentam alta contagem de folículos antrais. Assim, são necessários estudos que 

visam explorar os efeitos da quantidade de oócitos recuperados por meio da OPU na 

eficiência da produção in vitro de embriões, uma vez que isso permitiria a 

identificação de animais com melhores resultados no uso destas biotecnologias. 

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os resultados obtidos na produção in 

vitro de embriões quando os oócitos foram recuperados de doadoras da raça Gir 

Leiteiro (Bos primogenitus indicus) com alto, intermediário ou baixo número de 

oócitos recuperados.  A nossa hipótese foi que a probabilidade de obtenção de 

embriões clivados e embriões obtidos no D7 (sétimo dia de cultivo in vitro) seria 

similar para animais com alto, intermediário e baixo número de oócitos recuperados. 

 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

Foram compilados 495 registros de aspirações foliculares e produção in vitro 

de embriões de doadoras mantidas em uma única fazenda, sendo 93 novilhas, 64 

vacas lactantes e 92 vacas não lactantes, com idade média de 57 meses, da raça 

Gir Leiteiro para produção de embriões Girolando F1 (Bos primogenitus taurus x Bos 

primogenitus indicus). As doadoras eram criadas em regime semi-extensivo, 

manejadas em piquetes com pastagem predominantemente de Brachiaria 

Decumbens, localizadas nas Fazendas do BASA no município de Leopoldina, com 

latitude 21° 42′ 77″ S, e longitude 42° 62' 70″ O, com altitude de 250 metros do nível 

do mar, onde o clima se caracteriza como tropical, com temperatura média de 21ºC. 

 Os procedimentos de OPU foram realizados entre dezembro de 2019 e março 

de 2020, por quatro técnicos e foram utilizadas doses comerciais de sêmen sexado 

de 16 touros da raça Holandesa. Após a confecção de uma planilha única e as 

correções das inconsistências, foram excluídos 22 registros de OPU que 

apresentavam taxa de clivagem ou taxa de blastocisto maior que 100 %, totalizando 

473 registros de OPU e PIVE de 255 doadoras (submetidas de 1 a 4 procedimentos 

de OPU) para serem submetidos às análises estatísticas.  As doadoras foram 

divididas em três grupos, sendo o grupo baixo (B-MTOA) composto por 25 % das 

doadoras com média de oócitos aspirados inferior (<15), o grupo intermediário (I-

MTOA) composto por 50 % das doadoras com MTOA intermediária (entre 15 e 33) e 

o grupo alto (A-MTOA) composto por 25 % das doadoras com MTOA superior (>34).  

Análise estatística 
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Para análise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS 

OnDemand Edition). 

As variáveis quantitativas foram submetidas aos testes de Kolmogorov-

Smirnov e de Bartlett para verificação de normalidade dos erros e homogeneidade 

de variâncias, respectivamente. Os dados foram submetidos à transformação 

estatística (Barbosa, 1983) para estabilização das variâncias e normalização da 

distribuição dos erros: para o número total de embriões produzidos, 𝑦# = ln(𝑦 + 1); e 

para o número de embriões clivados, 𝑦# = 𝑦+,-./01; em que y’ é a variável 

transformada e y é a variável observada. 

Os dados foram então submetidos à análise de variância (GLM Procedure) e 

as médias comparadas pelo teste de Tukey. O nível de significância adotado foi α = 

0,05. 

O efeito do número de ovócitos coletados na aspiração folicular sobre a 

probabilidade de clivagem e de obtenção de blastocisto foi avaliado por regressão 

logística univariada (Logistic Procedure) com nível de significância de α = 0,10. As 

probabilidades foram calculadas de acordo com a equação (Hosmer e Lemeshow, 

2000): 

𝑃 = 𝑒4564787
1 + 𝑒4564787 

 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O total de oócitos aspirados foi 11.815 em 468 procedimentos de OPU 

analisados, sendo a média de oócitos por doadora de 25,1±13,4 similar ao 

observado por Watanabe et al. (2017), onde observaram média de 23,8 oócitos para 

doadoras da raça Gir, mas superior ao obtido por Pontes et al. (2010) que 

observaram média de 17,1 oócitos/OPU para animais da mesma raça. Assim, 

indicando que há variação na população de folículos antrais e, consequentemente, 

número de oócitos aspirados por doadoras de diferentes rebanhos.  

As médias de idade, número de oócitos aspirados, número de embriões 

clivados, número de embriões obtidos no sétimo dia (D7) do cultivo in vitro, taxa de 

clivagem e taxa de embrião no D7 para os animais classificados como B-MTOA, I-

MTOA e A-MTOA estão sumariados na Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 3, 

respectivamente.    
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Tabela 1: Valores observados em animais (n=119) classificados com baixa média de 
oócitos aspirados (B-MTOA) 

         

Parâmetros Média  
Desvio 
Padrão 

 Valor 
mínimo 

Valor 
máximo 

Idade(meses) 70,49 36,73 20,1 167,1 
Número de oócitos 10,8 0,30 2,0 15,0 
Número de embriões 
clivados 5,5 0,31 0,0 23,0 
Número de embriões 
obtidos no D7 1,8 0,19 0,0 11,0 
Taxa de clivagem 52% 0,22 0% 100% 
Taxa de embrião D7 17% 0,17 0% 63% 

 

Tabela 2: Valores observados em animais (n=248) classificados com intermediária 
média de oócitos aspirados (I-MTOA) 

          

Parâmetros Média  
Desvio 
Padrão 

 Valor 
mínimo 

Valor 
máximo 

Idade(meses) 58,95 33,87 18,3 166,0 
Número de oócitos 23,47 0,32 15,50 33,00 
Número de embriões 
clivados 12,17 0,36 0,00 30,00 
Número de embriões 
obtidos no D7 4,58 0,24 0,00 19,00 
Taxa de clivagem 52% 0,18 0% 94% 
Taxa de embrião D7 19% 0,15 0% 70% 

 

 

Tabela 3: Valores observados em animais (n=106) classificados com alta média de 
oócitos aspirados (A-MTOA) 

          

Parâmetros Média  
Desvio 
Padrão 

 Valor 
mínimo 

Valor 
máximo 

Idade(meses) 41,73 24,98 19,43 135,56 
Número de oócitos 44,84 10,28 33,50 79,00 
Número de embriões 
clivados 23,55 0,86 7,00 48,00 
Número de embriões 
obtidos no D7 8,04 0,51 0,00 27,00 
Taxa de clivagem 54% 0,15 15% 88% 
Taxa de embrião D7 20% 0,12 0% 49% 
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Na análise de regressão logística entre o número de oócitos aspirados e a 

probabilidade de clivagem dos embriões (Figura 1) houve resposta positiva e 

significativa indicando maior probabilidade de obter embriões clivados quando houve 

recuperação de maior número de oócitos. Sakaguchi et al. (2019) observaram maior 

taxa de maturação nuclear em oócitos recuperados de animais com alta contagem 

de folículos antrais (CFA), apesar de não observarem diferenças nas taxas de 

clivagem. Contudo, maior proporção de oócitos contendo 2 pró-núcleos após a 

fertilização in vitro foi observada para o grupo de animais com alta CFA do que baixa 

CFA, inferindo que oócitos de animais com alta população folicular são mais 

fertilizáveis (Nagai et al., 2015). Além disso, a interação entre as estruturas (CCOs- 

complexos cumulus-oócito) quando maturadas, fertilizadas e no cultivo de embriões 

pós fertilização é relatada e, resultados inferiores são obtidos quando estas 

estruturas são cultivadas individualmente em comparação com cultivo em grupo 

(Ward et al., 2000). Assim pode-se sugerir que quando recuperado alto número de 

oócitos, estes tendem a ser beneficiados nos eventos ocorridos in vitro por conta da 

interação entre estas estruturas. 

A análise de regressão logística mostrou-se significativa entre o número de 

oócitos aspirados e probabilidade de obtenção de embrião no D7 (Figura 2), 

corroborando com os resultados obtidos por Watanabe et al. (2017) com fêmeas da 

raça Gir. Estes autores relataram menor probabilidade de se obter embriões com o 

aumento do número de oócitos recuperados, resultando em menores taxas de 

blastocisto (28,2 %) para o quartil superior quando comparado aos quartis 

intermediários (28,5 e 29,5 %) e baixo (30,56 %). Em contraste, Santos et al. (2016) 

observaram maior taxa de blastocisto (41,97 %) para animais com maior número de 

oócitos recuperados do que animais com intermediário (32,42 %) e baixo (13,04 %) 

número de oócitos aspirados, quando utilizadas doadoras da raça Nelore.  
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Figura 1: Probabilidade de clivagem de acordo com número de oócitos aspirados de 
255 doadoras da raça Gir 

 

 

Figura 2: Probabilidade de obtenção de embrião no sétimo dia de cultivo in vitro de 
acordo com o número de oócitos aspirados de 255 doadoras da raça Gir 

 

Como esperado, o número de embriões produzidos de doadoras com alta 

recuperação de oócitos foi maior do que doadoras dos grupos intermediário e baixo 

(P>0,05: Figura 3), corroborando com resultados obtidos em diversos trabalhos que 
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evidenciam relação positiva entre a CFA, número de oócitos aspirados, número de 

oócitos viáveis e número de embriões produzidos in vitro, possibilitando maior 

número de prenhezes e descendentes, contribuindo para o aumento de animais 

geneticamente superiores e para o maior retorno econômico na propriedade quando 

utilizada esta biotecnologia (Ireland et al., 2007; Pontes et al., 2011; Guerreiro et al., 

2014; Silva-Santos et al.,2014; Santos et al., 2016; Watanabe et a., 2017; Garcia et 

al., 2020). 

Recentemente Garcia et al. (2020) demonstraram que a sincronização da onda 

folicular anterior à OPU foi capaz de incrementar o número de oócitos viáveis e 

número de embriões produzidos in vitro obtidos de animais com alta CFA, mas não 

para animais com baixa CFA. Além disso, Nagai et al. (2015) observaram interação 

da CFA com o intervalo de aspirações, onde a proporção de CCOs de grau I foi 

menor e a de grau III maior quando animais de alta CFA foram submetidos ao maior 

intervalo de OPU (7 dias) em comparação com menor intervalo (3 – 4 dias), 

sugerindo que oócitos provenientes de vacas com maior CFA sejam mais 

fertilizáveis quando o intervalo de OPU é mais curto. 

 

 

 

Figura 3: Números de embriões clivados e embriões produzidos (TOEP) no D7 por 
doadora de acordo com os grupos de número de oócitos aspirados (Baixa, 
Intermediária e Alta). As letras minúsculas indicam diferença dentro de cada 
parâmetro avaliado(P<0,05). 
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Adicionalmente, a taxa de prenhez após a transferência de embriões 

provenientes de doadoras da raça Nelore com A-MTOA é menor quando comparada 

com B-MTOA, mas sem diferenças para embriões de animais da raça Gir (Watanabe 

et al., 2017). Entretanto, os resultados obtidos com a utilização da inseminação 

artificial convencional e inseminação artificial em tempo fixo são conflitantes, 

necessitando mais estudos para melhor compreensão das diferenças entre animais 

com alta e baixa CFA (Silva Santos et al., 2014; Santos et al., 2016; Jimenez-

Krassel et al., 2017; Batista et al., 2020). 

 

4.4. CONCLUSÕES 

Fêmeas da raça Gir doadoras de oócitos com alto número de oócitos aspirados 

apresentam menor taxa de conversão in vitro de oócitos em embriões, porém o 

número médio de embriões obtidos destes animais é maior quando comparado com 

animais com baixo número de oócitos recuperados. 
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CAPÍTULO 2 

5. Relação entre o histórico da produção in vitro de embriões de doadoras 

de oócitos da raça Gir Leiteiro com biometrias uterina e ovarianas post 

mortem 

5.1. INTRODUÇÃO 

 Os órgãos reprodutivos das fêmeas bovinas são submetidos a mudanças 

relacionadas ao desenvolvimento dos órgãos, à dinâmica do ciclo estral e ao 

desenvolvimento da gestação. Estas mudanças são influenciadas pelos esteroides 

ovarianos, como o aumento da espessura endometrial e atividade de células 

secretoras de muco, exercidos pelo estradiol, assim como aumento da atividade de 

glândulas endometriais exercido pela progesterona (Grunert e Gregory, 1989; 

Priedkalns e Leises, 1998; Hopper, 2015). 

A contagem de folículos antrais (CFA) apresenta alta repetibilidade no mesmo 

animal, porém apresenta grande variabilidade entre indivíduos (Burns et al., 2005; 

Silva-Santos et al., 2014). Esta característica está altamente relacionada à reserva 

folicular ovariana em animais (Ireland et al., 2008), a qual diminui sucessivamente à 

medida que folículos iniciam o crescimento e entram em apoptose ou culminam com 

a ovulação (Findlay et a., 2019; Grive et al.,2020). Alguns trabalhos têm 

demonstrado que animais com maior população folicular antral podem apresentar 

fertilidade superior em relação aos animais com menor população de folículos 

antrais (Cushman et al., 2009; Mossa et al., 2012), apesar de outros trabalhos terem 

demonstrado associação quadrática entre a fertilidade e a concentração de AMH e 

menor tempo de permanência no rebanho para animais com alta CFA (Jimenez-

Krassel et al. 2017; Akbarinejad et al., 2020). 

Assim, diversos estudos têm investigado as relações entre a contagem de 

folículos antrais, características morfométricas dos órgãos reprodutivos e a 

fertilidade de fêmeas bovinas. Neste sentido, correlação positiva entre a reserva 

folicular ovariana e o volume ovariano tem sido relatada (Ireland et al., 2008; 

Akbarinejad et al., 2019). Além disso, estudos mais recentes têm demonstrado maior 

concentração proteica na tuba uterina de animais com alta CFA e maior espessura 

endometrial no início do diestro de animais com alta CFA, quando comparados com 

animais com baixa CFA (Jimenez-Krassel et al., 2009; Fontes et al., 2018). 
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O presente estudo teve como objetivo avaliar as relações das características 

morfométricas post mortem de útero, tuba uterina, ovários e histórico da produção in 

vitro de embriões.  A nossa hipótese foi que animais com maior volume ovariano 

apresentariam maior CFA e maior número de embriões produzidos. 

  

5.2. MATERIAL E MÉTODOS 

Aspecto ético 

O presente trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais – 

CEUA na Universidade Federal de Viçosa, protocolo nº 39/2020 sob a coordenação 

do professor José Domingos Guimarães do Departamento de Veterinária.  

 

Animais e histórico de criação 

Vinte e seis fêmeas, com idade entre 29 e 132 meses, da raça Gir (Bos 

primogenitus indicus) anteriormente criadas em regime semi-extensivo, manejadas 

em piquetes com pastagem predominantemente de Brachiaria Decumbens, criadas 

nas Fazendas do BASA no município de Leopoldina, com latitude  21° 42′ 77″ S, e 

longitude 42° 62' 70″ O, com altitude de 250 metros do nível do mar, onde o clima se 

caracteriza como tropical, com temperatura média de 21ºC. A Tabela 4 demonstra a 

idade, número de procedimentos de aspiração folicular, média de oócitos aspirados, 

e média de embriões produzidos para cada fêmea. 

 

Coleta 

As 26 fêmeas foram destinadas ao abate no Frigorífico Sabor de Minas – 

Muriaé – MG (SIF: 2556), onde foram coletados os órgãos genitais, sendo estes 

identificados individualmente e condicionados em caixa isotérmica para serem 

transportados até o Laboratório de Reprodução Animal do Departamento de 

Veterinária na Universidade Federal de Viçosa em tempo máximo de 2 horas após a 

coleta.  

 

Mensurações biométricas dos órgãos reprodutivos post mortem 

Uma vez no laboratório, foram realizadas avaliações macroscópicas (quanto à 

presença de corpo lúteo e patologias) de cinquenta e dois ovários coletados de 26 

fêmeas Bos primogenitus indicus, mensurados em três eixos com paquímetro. Para 

estimativa do volume ovariano, aplicou-se a fórmula:  
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Volume do ovário =
4

3
 x π x 9D1

2
: x 9D2

2
: x 9D3

2
:, conforme realizado por Penitente-

Filho et al. (2015), onde D1, D2 e D3 correspondem a cada eixo mesurado. Em 

seguida, foi realizada a contagem de todos os folículos antrais (≥ 2 mm) observados 

em cada ovário. Logo, estes ovários foram pesados individualmente em balança de 

precisão (0,0001g) e os dados registrados.  

As tubas uterinas e os úteros coletados das fêmeas da raça Gir foram 

dissecados, retirando-se a mesossalpinge e o mesométrio, para seguinte 

mensuração dos comprimentos destes órgãos com uso de uma fita métrica (Figura 

1). O comprimento uterino foi mensurado desde a base do corpo do útero até o 

ápice de cada corno uterino e foram realizadas as pesagens de cada tuba uterina 

individualmente. As classes foram analisadas considerando as seguintes variáveis: 

idade, largura do ovário direito (LARGOD), espessura do ovário direito (ESPOD), 

comprimento do ovário direito (COMPOD), volume do ovário direito (VOLOD), peso 

do ovário direito (PESOOD), número de folículos contados no ovário direito 

(NFOLOD), largura do ovário esquerdo (LARGOE), espessura do ovário esquerdo 

(ESPOE), comprimento do ovário esquerdo (COMPOE), volume do ovário esquerdo 

(VOLOE), número de folículos contados no ovário esquerdo (NFOLOE), total de 

folículos contados nos dois ovários (NFOLT), comprimento (COMPTD) e peso 

(PESOTD) da tuba uterina direita, comprimento (COMPTE) e peso da tuba uterina 

esquerda (PESOTE), comprimento dos cornos uterinos direito (COMPUD) e 

esquerdo (COMPUE), número de aspirações (NOPU), média do total de oócitos 

aspirados (MTOA), média do total de oócitos viáveis (MTOV), média do número de 

embriões produzidos (MEP), total de embriões viáveis\OPU (TOTEV), total de 

embriões transferidos\OPU (TOTETS), número total de embriões obtidos\doadora 

(TOTED) número de gestações obtidas após transferência dos embriões (GEST) e 

taxa de gestação (TXGEST). 

 

Delineamento Experimental 

Os 26 animais foram agrupados de acordo a idade, status, CFA e número 

médio de oócitos aspirados (TOA). Para a variável idade foi dividido em três classes 

(classe 1, animais com menos de 56 meses; classe 2, animais de 56 a 90 meses; 

classe 3, animais com mais de 91 meses), três classes status (classe 0, animais em 

anestro, sendo observada presença apenas de folículos nos ovários; classe 1, 
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animais ciclando não-gestantes observada pela presença de corpo lúteo em um dos 

ovários; classe 2, animais gestantes), três classes CFA estabelecidas pela soma dos 

folículos antrais contados nos dois ovários (B-CFA, animais com contagem de 

folículos antrais <15; I-CFA, animais com contagem de folículos antrais entre 15 e 

32; A-CFA, animais com contagem de folículos antrais >32) e 20 animais com 

histórico de aspiração folicular para produção in vitro de embriões divididos em três 

classes, baseando na média de oócitos recuperados (B-TOA, animais com média de 

oócitos aspirados <15; I-TOA; animais com média de oócitos aspirados entre 15 e 

32; A-TOA animais com média de oócitos aspirados > 33).   

 

Análise Estatística 

Para efetuar as análises estatísticas empregou-se o programa estatístico 

SAEG 9.0 (SAEG/UFV, 2007). Para os parâmetros quantitativos, os valores obtidos 

foram testados quanto a normalidade dos dados pelo teste de Lilliefors e a 

homocedasticidade das variâncias pelos testes de Cochran e Bartlett. 

Posteriormente os valores foram analisados pela ANOVA e as médias comparadas 

pelo teste de Tukey, com 5 % de probabilidade de erro. Os dados que não 

atenderam as premissas da ANOVA foram avaliados por análise não paramétrica e 

as médias comparadas pelo teste Kruskall Wallis, com 5% de probabilidade de erro. 

Efetuou-se a correlação simples de Pearson entre todas as variáveis estudadas. 

 

5.3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Os valores médios morfométricos post mortem de ovários, tubas uterinas e 

útero estão sumariados nas tabelas 2, 3, 4 e 5 para as classes de idade, status, CFA 

e MTOA, respectivamente e os resultados de aspiração e produção in vitro de 

embriões estão sumariados nas tabelas 6 e 7 para as classes de idade e MTOA, 

respectivamente. Os valores de correlações de Pearson estão sumariados na 

Tabela 8.  

O número médio (±desvio padrão) de oócitos recuperados, oócitos viáveis 

embriões produzidos foram 25,23±12,31, 18,79±9,81 e 3,76±3,25, respectivamente. 

O número médio de oócitos aspirados no presente estudo foi similar ao verificado 

por Watanabe et al. (2017) e é condizente com os valores observados em outros 

estudos utilizando animais Bos primogenitus indicus que, em geral, é maior do que o 
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número de oócitos recuperados em animais Bos primogenitus taurus (Pontes et al., 

2010; Baldrighi et al., 2014). 

 

 

Tabela 1: Histórico da produção de embriões de doadoras Gir Leiteiro, em um 
programa de Produção de Embriões in vitro (PIVE) referente a idade em meses, 
número de aspirações, número médio de oócitos aspirados por procedimento 
(MTOA) e embriões produzidos por procedimento (MEP) 

Fêmea Idade (Meses) NOPU MTOA MEP 

1 109 3 30,67 0,00 

2 49 3 34,67 6,00 

3 56 1 15,25 0,00 

4 109 0 - - 

5 109 4 15,25 1,75 

6 74 3 59,67 12,00 

7 86 1 25,00 3,00 

8 29 1 32,00 5,00 

9 86 0 - - 

10 59 1 23,00 3,00 

11 61 1 14,00 0,00 

12 61 1 22,00 4,00 

13 37 1 38,00 0,00 

14 43 0 - - 

15 37 0 - - 

16 132 15 32,43 8,43 

17 32 0 - - 

18 84 5 6,80 0,60 

19 124 19 14,68 3,89 

20 92 15 11,00 2,27 

21 68 0 - - 

22 124 1 19,00 8,00 

23 91 4 20,75 2,00 

24 126 12 23,08 6,58 

25 126 9 26,11 5,00 

26 93 4 41,33 3,67 
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Figura 1: Mensuração do comprimento uterino (A); e da tuba uterina de 
doadoras Gir Leiteiro após dissecação dos ligamentos (B). 

 

 

Os volumes médios para os ovários direito e esquerdo foram respectivamente 

6,71±3,12 e 6,89±3,46, sendo estes valores próximos ao observado por Chacur et. 

(2006) com ovários coletados em abatedouro.  

Neste trabalho, o comprimento médio da tuba uterina foi 17,91±2,72 cm, sendo 

menor do que obtidos para animais da raça Nelore (21,4 cm) e Aberdeen Angus 

(29,06; Fontes et al., 2018).  

Animais com idade acima de 91 meses tiveram o comprimento do ovário direito 

maior do que animais com menos de 56 meses (P<0,05) e não diferiu da classe com 

idade intermediária, já a espessura do ovário direito foi maior para animais com mais 

de 91 meses do que entre 56 e 90 (P<0,05). Portanto, não houve diferença 

significativa entre as classes idade e NFOLT, nem para as demais variáveis 

estudadas (Tabela 2). Como relatado em outros estudos, há grande variação na 

CFA entre indivíduos da mesma idade (Burns et al., 2005) que indicam haver 

características genéticas e do ambiente intrauterino associadas à reserva folicular 

ovariana e à CFA (Mossa et al., 2013; Walsh et al., 2014; Weller et al., 2016; Tenley 

et al., 2019), e esta variabilidade poderia justificar a ausência de diferença na CFA 

entre as classes de idade. 

A B
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Não foram observadas diferenças entre as classes status para nenhuma das 

variáveis analisadas (Tabela 3). 

Como esperado, animais de A-CFA tiveram maior número (P<0,05) de folículos 

nos ovários direito e esquerdo do que animais da B-CFA (Tabela 4). Em contraste, 

no presente estudo não se observou diferença significativa nos pesos e volumes 

ovarianos entre as classes CFA (Tabela 4) e nem no TOA (Tabela 5), diferentemente 

do que já foi relatado anteriormente na literatura para animais Bos primogenitus 

taurus (Ireland et al., 2008). Contudo, similarmente ao observado no presente 

estudo, Maculan et al. (2018) também não relataram influência do volume ovariano 

na CFA.  

A largura do ovário esquerdo foi maior para animais da I-TOA do que animais 

B-TOA (P<0,05), porém não houve diferenças na largura do ovário para animais da 

A-TOA. Com relação a largura do ovário direito não se observou diferença entre as 

classes (Tabela 5).  

 Animais da B-TOA tiveram PESOTD e PESOTE maior do que animais da A-

TOA (P<0,05), não sendo verificado diferença significativa para animais da I-TOA 

(Tabela 5).  

Com relação aos procedimentos de aspiração e PIVE, animais com idade 

superior tiveram maior NOPU do que animais da segunda classe de idade (P<0,05), 

não sendo encontrada diferença para as demais variáveis analisadas (Tabela 6).  

Como esperado, animais da classe A-TOA tiveram maiores MTOA e MTOV 

(P<0,05) do que as demais classes, porém não foi observada diferença (P>0,05) 

entre as classes MTOA para as variáveis relacionadas à PIVE e gestação (Tabela 

7). Contudo, houve correlação positiva entre o número de oócitos aspirados, número 

de oócitos viáveis e número de embriões produzidos (Tabela 8), corroborando com 

os resultados obtidos em outros estudos (Ireland et al., 2007; Pontes et al., 2011; 

Guerreiro et al., 2014). 
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Tabela 2: Parâmetros morfométricos post mortem de útero, tubas uterinas e ovários 
de fêmeas da raça Gir, de acordo com as classes de idade  

 <56 meses (n=6) 56-90 meses (n=9) >91meses (n=11) 

PARÂMETROS Média (Desvio padrão) 

LARGOD (mm) 21,67(5,0) 22,89(4,94) 21,72(3,16) 

LARGOE (mm) 21,50(2,81) 20,55(8,98) 23,63(4,80) 

ESPOD (mm) 15,83(2,79) 17,56(2,35) 19,00(2,86) 

ESPOE (mm) 17,50(3,94) 14,4(6,75) 19,27(3,44) 

COMPOD (mm) 26,5(5,31) b 30,12(6,07) ab 34,09(4,67) a 

COMPOE (mm) 26,83(4,26) ab 24,0(9,93) b 33,45(6,52) a 

PESOOD (g) 5,81(2,60) 8,21(3,92) 8,53(2,51) 

PESOOE (g) 6,15(1,98)  6,21(2,96) 10,03(4,80) 

NFOLOD 2,83(13,5)  18,01(7,78) 12,09(4,35) 

NFOLOE 17,50(11,04) 13,0(10,46) 12,64(5,95) 

NFOLT 38,33(22,77) 31,11(16,75) 24,72(9,61) 

VOLOD (cm³) 5,09(2,35) 6,82(3,85) 7,51(2,74) 

VOLOE (cm³) 5,34(1,61) 5,78(2,97) 8,55(2,97) 

COMPTD (cm) 13,05(6,97) 18,32(2,90) 18,67(2,61) 

COMPTE (cm) 14,80(7,98) 18,02(2,32) 17,82(2,36) 

PESOTD (g) 1,13(0,27) 1,68(0,36) 1,81(0,45) 

PESOTE (g) 1,39(0,50) 1,58(0,22) 1,76(0,51) 

COMPUD (cm) 22,98(13,19) 25,90(4,69) 29,40(5,58) 

COMPUE (cm) 22,55(11,36) 24,60(4,35) 29,97(6,73) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença entre si (P<0,05).  

LARGOD: largura do ovário direito; ESPOD: espessura do ovário direito; COMPOD: 

comprimento do ovário direito; VOLOD: volume do ovário direito; PESOOD: peso do ovário 

direito; NFOLOD: número de folículos contados no ovário direito; LARGOE: largura do ovário 

esquerdo; ESPOE: espessura do ovário esquerdo; COMPOE: comprimento do ovário esquerdo; 

VOLOE: volume do ovário esquerdo, NFOLOE: número de folículos contados no ovário 

esquerdo; NFOLT: total de folículos contados nos dois ovários; COMPTD: comprimento tuba 

direita; PESOTD: peso da tuba uterina direita: COMPTE: comprimento da tuba esquerda; 

PESOTE: peso da tuba uterina esquerda; COMPUD: comprimento do corno uterino direito: 

COMPUE comprimento do corno uterino esquerdo;  
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Tabela 3: Parâmetros morfométricos post mortem de útero, tubas uterinas e ovários 
de fêmeas da raça Gir, de acordo com as classes de Status (anestro, ciclando ou 
gestante) 

 
Anestro 

(n=4) 

Ciclando 

(n=16) 

Gestante 

(n=5) 

PARÂMETROS Média (Desvio padrão) 

LARGOD (mm) 22,25(5,79) 21,81(3,88) 23,00(4,89) 

LARGOE (mm) 23,00(2,16) 21,62(7,35) 20,80(2,58) 

ESPOD (mm) 16,25(3,40) 18,50(2,75) 16,60(2,79) 

ESPOE (mm) 19,00(2,44) 15,81(5,75) 19,20(4,32) 

COMPOD (mm) 31,00(8,28) 31,93(5,48) 28,40(6,58) 

COMPOE (mm) 32,75(2,50) 27,75(9,82) 26,80(6,22) 

PESOOD (g) 7,03(4,49) 8,28(3,10) 6,92(2,96) 

PESOOE (g) 8,42(1,09) 7,42(4,21) 6,80(3,85) 

NFOLOD 12,00(2,94) 16,56(8,36) 19,80(12,91) 

NFOLOE 14,00(3,46) 13,75(10,10) 15,40(9,07) 

NFOLT 26,00(4,96) 30,31(17,28) 35,20(19,79) 

VOLOD (cm³) 6,67(4,96) 7,00(3,03) 6,02(2,65) 

VOLOE (cm³) 7,54(1,83) 6,62(3,71) 5,93(3,02) 

COMPTD (cm) 16,95(4,23) 16,80(5,11) 18,42(3,67) 

COMPTE (cm) 17,32(3,37) 16,17(4,99) 19,50(2,54) 

PESOTD (g) 1,39(0,61) 1,67(0,39) 1,47(0,55) 

PESOTE (g) 1,71(0,70) 1,58(0,44) 1,61(0,33) 

COMPUD (cm) 25,67(3,11) 25,24(8,70) 33,54(10,88) 

COMPUE (cm) 25,62(2,49) 26,07(9,22) 29,64(4,87) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença entre si (P<0,05). 

LARGOD: largura do ovário direito; ESPOD: espessura do ovário direito; COMPOD: 

comprimento do ovário direito; VOLOD: volume do ovário direito; PESOOD: peso do ovário 

direito; NFOLOD: número de folículos contados no ovário direito; LARGOE: largura do ovário 

esquerdo; ESPOE: espessura do ovário esquerdo; COMPOE: comprimento do ovário esquerdo; 

VOLOE: volume do ovário esquerdo, NFOLOE: número de folículos contados no ovário 

esquerdo; NFOLT: total de folículos contados nos dois ovários; COMPTD: comprimento tuba 

direita; PESOTD: peso da tuba uterina direita: COMPTE: comprimento da tuba esquerda; 

PESOTE: peso da tuba uterina esquerda; COMPUD: comprimento do corno uterino direito: 

COMPUE comprimento do corno uterino esquerdo. 
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Tabela 4: Parâmetros morfométricos post mortem de útero, tubas uterinas e ovários 
de fêmeas da raça Gir, de acordo com as classes de contagem de folículos antrais 
(CFA) 

 B-CFA (n=4) I-CFA (n=14) A-CFA (n=8) 

PARÂMETROS Média (Desvio Padrão) 

LARGOD (mm) 19,0(3,16) 23,07(4,56) 22,00(3,84) 

LARGOE (mm) 17,75(2,06) 21,78(7,38) 24,75(3,99) 

ESPOD (mm) 15,25(2,21) 18,64(3,1) 17,50(2,0) 

ESPOE (mm) 12,75(3,77) 17,78(5,91) 18,37(3,46) 

COMPOD (mm) 27,0(8,04) 32,0(6,15) 29,0(3,37) 

COMPOE (mm) 23,50(2,38) 30,14(10,51) 28,62(5,06) 

PESOOD (g) 5,29(2,43) 8,84(5,79) 7,20(0,58) 

PESOOE (g) 3,44(1,36) 9,66(4,23) 6,75(2,46) 

NFOLOD 8,0(0,81) b 12,7(3,91) b 26,37(8,14) a 

NFOLOE 3,75(2,62) c 10,92(4,81) b 24,12(5,96) a 

NFOLT 11,75(2,50) c 23,64(4,92) b 50,05(11,35) a 

VOLOD (cm³) 4,21(1,70) 7,86(3,73) 5,96(1,00) 

VOLOE (cm³) 2,92(1,43) 8,06(3,64) 7,00(2,43) 

COMPTD (cm) 20,15(3,52) 16,95(5,58) 16,33(2,15) 

COMPTE (cm) 18,85(1,45) 16,20(5,53) 17,85(2,79) 

PESOTD (g) 1,61(0,44) 1,69(0,53) 1,47(0,33) 

PESOTE (g) 1,53(0,17) b 1,74(0,56) a 1,44(0,24) b 

COMPUD (cm) 27,25(2,87) 25,48(10,42) 28,58(8,14) 

COMPUE (cm) 28,55(2,98) 25,15(9,39) 27,50(6,38) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença entre si (P<0,05). 

LARGOD: largura do ovário direito; ESPOD: espessura do ovário direito; COMPOD: 

comprimento do ovário direito; VOLOD: volume do ovário direito; PESOOD: peso do ovário 

direito; NFOLOD: número de folículos contados no ovário direito; LARGOE: largura do ovário 

esquerdo; ESPOE: espessura do ovário esquerdo; COMPOE: comprimento do ovário esquerdo; 

VOLOE: volume do ovário esquerdo, NFOLOE: número de folículos contados no ovário 

esquerdo; NFOLT: total de folículos contados nos dois ovários; COMPTD: comprimento tuba 

direita; PESOTD: peso da tuba uterina direita: COMPTE: comprimento da tuba esquerda; 

PESOTE: peso da tuba uterina esquerda; COMPUD: comprimento do corno uterino direito: 

COMPUE comprimento do corno uterino esquerdo. 
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Tabela 5: Parâmetros morfométricos post mortem de útero, tubas uterinas e ovários 
de fêmeas da raça Gir, de acordo com as classes de oócitos aspirados por 
procedimento 

 
B-TOA(n=4) I-TOA (n=11) A-TOA (n=5) 

PARÂMETROS Média (Desvio padrão) 

LARGOD (mm) 23,75(5,74) 21,72(3,44) 24,4(4,83) 

LARGOE (mm) 14,00(9,66) b 23,73(3,40) a 23,60(5,77) ab 

ESPOD (mm) 18,50(3,51) 18,27(2,61) 19,00(2,44) 

ESPOE (mm) 11,50(8,06) b 18,06(3,67) ab 20,00(4,18) a 

COMPOD (mm) 30,50(3,41) 33,64(5,70) 31,60(6,50) 

COMPOE (mm) 19,25(13,60) 31,09(6,70) 29,60(6,84) 

PESOOD (g) 8,83(4,77) 8,70(2,53) 8,53(2,83) 

PESOOE (g) 6,65(3,85) 8,25(4,56) 8,88(5,04) 

NFOLOD 14,25(6,07) 14,90(7,58) 22,60(11,58) 

NFOLOE 7,5(8,18) 14,54(7,42) 18,60(8,56) 

NFOLT 21,75(7,45) 29,45(14,49) 41,20(17,51) 

VOLOD (cm³) 7,31(3,74) 7,27(3,06) 7,83(3,40) 

VOLOE (cm³) 4,06(2,24) 7,38(3,59) 7,75(3,87) 

COMPTD (cm) 19,62(3,80) 16,65(5,88) 16,38(3,09) 

COMPTE (cm) 19,13(1,10) 15,90(5,75) 18,02(3,54) 

PESOTD (g) 2,17(0,38) a 1,63(0,32) ab 1,39(0,49) b 

PESOTE (g) 2,19(0,51) a 1,60(0,36) ab 1,47(0,24) b 

COMPUD (cm) 26,00(4,69) 26,86(11,77) 30,02(9,24) 

COMPUE (cm) 26,5(3,51) 26,52(10,64) 27,10(7,57) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença entre si (P<0,05). 

LARGOD: largura do ovário direito; ESPOD: espessura do ovário direito; COMPOD: 

comprimento do ovário direito; VOLOD: volume do ovário direito; PESOOD: peso do ovário 

direito; NFOLOD: número de folículos contados no ovário direito; LARGOE: largura do ovário 

esquerdo; ESPOE: espessura do ovário esquerdo; COMPOE: comprimento do ovário esquerdo; 

VOLOE: volume do ovário esquerdo, NFOLOE: número de folículos contados no ovário 

esquerdo; NFOLT: total de folículos contados nos dois ovários; COMPTD: comprimento tuba 

direita; PESOTD: peso da tuba uterina direita: COMPTE: comprimento da tuba esquerda; 

PESOTE: peso da tuba uterina esquerda; COMPUD: comprimento do corno uterino direito: 

COMPUE. 
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Tabela 6: Resultados de OPU e PIVE de doadoras da raça Gir de acordo com as 
diferentes classes de idade 

 

<56 meses 

(n=3) 

56-90 meses 

(n=7) 

>91meses 

(n=10) 

PARÂMETROS Média (Desvio padrão) 

NOPU 1,66(1,15) ab 1,62(1,60) b 8,60(6,27) a 

MTOA 34,89(3,00) 23,67(17,07) 23,43(9,34) 

MTOV 23,78(5,52) 18,80(13,06) 17,28(8,50) 

MEP 3,66(3,21) 3,22(4,19) 4,15(2,81) 

TXCONV (%) 13,66(12,34) 13,42(10,61) 27,2(24,93) 

TOTEV 3,55(3,10) 3,22(4,19) 3,93(3,06) 

TOTETS 3,33(3,05) 1,62(3,33) 2,83(2,08) 

TOTED 7,00(8,88) 4,42(9,99) 21,00(21,51) 

GEST 3,33(5,77) 2,0094,43) 7,70(8,02) 

TXGEST (%) 19,60(33,96) 20,63(25,80) 29,92(19,42) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença entre si (P<0,05). 

NOPU: número de aspirações; MTOA: média do total de oócitos aspirados; MTOV: média do 

total de oócitos viáveis; TXCONV: taxa de conversão de oócitos em embriões; MEP: média do 

número de embriões produzidos; TOTEV: total de embriões viáveis\OPU; TOTETS: total de 

embriões transferidos\OPU; TOTED: número total de embriões obtidos\doadora; GEST: número 

de gestações obtidas após transferência dos embriões: TXGEST: taxa de gestação. 
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Tabela 7: Resultados de OPU e PIVE de doadoras da raça Gir de acordo com as 
diferentes classes de total de oócitos aspirados 

 
B-TOA (n=4) I-TOA (n=11) A-TOA (n=5) 

PARÂMETROS Média (Desvio padrão) 

NOPU 10,00(8,41) 3,45(3,75) 5,20(5,58) 

MTOA 11,62(3,59) b 22,91(5,44) b 41,22(10,85) a 

MTOV 7,85(2,30) b 17,98(5,86) b 29,32(10,38) a 

MEP 1,69(1,75) 3,48(2,54) 6,02(4,56) 

TXCONV (%) 15,75(22,15) 22,00(22,32) 20,40(15,32) 

TOTEV 1,12(1,87) 3,48(2,54) 5,95(4,56) 

TOTETS 0,68(1,10) 2,18(2,23) 4,60(3,29) 

TOTED 11,50(21,69) 9,63(15,78) 22,00(20,88) 

GEST 2,50(4,36) 3,81(6,50) 9,80(8,25) 

TXGEST (%) 17,61(23,64) 22,11(23,20) 37,74(22,24) 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença entre si (P<0,05). 

NOPU: número de aspirações; MTOA: média do total de oócitos aspirados; MTOV: média do 

total de oócitos viáveis; TXCONV: taxa de conversão de oócitos em embriões; MEP: média do 

número de embriões produzidos; TOTEV: total de embriões viáveis\OPU; TOTETS: total de 

embriões transferidos\OPU; TOTED: número total de embriões obtidos\doadora; GEST: número 

de gestações obtidas após transferência dos embriões: TXGEST: taxa de gestação. 
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Tabela 8: Coeficiente de correlação de Pearson entre os parâmetros morfométricos, 
resultados de aspiração folicular e produção de embriões e classes (Idade, CFA e 
MTOA) 

  
Idade CLACFA CLAMTOA 

VARIÁVEIS n r r r 

LARGOD 26 ns ns ns 

ESPOD 26 0,44 ns ns 

COMPOD 26 0,51 ns ns 

PESOOD 26 ns ns ns 

NFOLOD 26 -0,41 0,77 ns 

LARGOE 26 ns 0,37 0,47 

ESPOE 26 ns ns 0,51 

COMPOE 26 0,38 ns ns 

PESOOE 26 0,42 ns ns 

NFOLOE 26 ns 0,82 0,45 

NFOLT 26 -0,34 0,87 0,44 

NOPU 21 0,57 ns ns 

VOLOD 26 ns ns ns 

VOLOE 25 0,41 ns ns 

COMPTD 26 0,45 ns ns 

PESOTD 26 0,55 ns -0,58 

COMPTE 25 ns ns ns 

PESOTE 25 ns ns -0,52 

COMPUD 26 ns ns ns 

COMPUE 26 0,40 ns ns 

MTOA 20 ns ns 0,84 

MTOV 20 ns 0,41 0,75 

MEP 20 ns ns 0,46 

TXCONV 20 ns ns ns 

TOTEV 20 ns ns 0,50 

TOTETS 20 ns ns 0,52 

TOTETD 20 0,38 ns ns 

GEST 20 ns ns 0,38 

TXGEST 20 ns ns 0,31 

ns: não significativo (P>0,05) 

LARGOD: largura do ovário direito; ESPOD: espessura do ovário direito; COMPOD: 

comprimento do ovário direito; VOLOD: volume do ovário direito; PESOOD: peso do ovário 
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direito; NFOLOD: número de folículos contados no ovário direito; LARGOE: largura do ovário 

esquerdo; ESPOE: espessura do ovário esquerdo; COMPOE: comprimento do ovário esquerdo; 

VOLOE: volume do ovário esquerdo, NFOLOE: número de folículos contados no ovário 

esquerdo; NFOLT: total de folículos contados nos dois ovários; COMPTD: comprimento tuba 

direita; PESOTD: peso da tuba uterina direita: COMPTE: comprimento da tuba esquerda; 

PESOTE: peso da tuba uterina esquerda; COMPUD: comprimento do corno uterino direito: 

COMPUE comprimento do corno uterino esquerdo; NOPU: número de aspirações; MTOA: média 

do total de oócitos aspirados; MTOV: média do total de oócitos viáveis; TXCONV: taxa de 

conversão de oócitos em embriões; MEP: média do número de embriões produzidos; TOTEV: 

total de embriões viáveis\OPU; TOTETS: total de embriões transferidos\OPU; TOTED: número 

total de embriões obtidos\doadora; GEST: número de gestações obtidas após transferência dos 

embriões: TXGEST: taxa de gestação. 

 

 

5.4. CONCLUSÕES 

Fêmeas da raça Gir com idade avançada apresentam maior comprimento dos 

ovários, porém há correlação negativa entre a idade da doadora e o número total de 

folículos antrais presentes nos ovários. Além disso, há correlação entre o número de 

folículos nos ovários e a média de oócitos aspirados independentemente da idade 

das doadoras. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Doadoras da raça Gir com alto número de oócitos aspirados apresentam maior 

probabilidade de obtenção de embriões clivados e maior número de embriões 

produzidos, entretanto, a probabilidade de obtenção de embrião no sétimo dia do 

cultivo in vitro diminui a medida de que aumentam o número de oócitos aspirados. 

Deste modo, a capacidade de produção de embriões de uma doadora se mostra um 

potencial parâmetro de seleção de doadoras de oócitos. Contudo se faz necessário 

estudos comparativos entre animais com alto e baixo número de oócitos aspirados e 

os efeitos de sequências de aspirações foliculares a longo prazo, tanto sobre o 

número de oócitos aspirados, quanto a longevidade e a eficiência produtiva destas 

doadoras. 

 


