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RESUMO 

 

FERREIRA, R. M. A baixa fertilidade de vacas Holandesas (B. taurus) repetidoras de 
serviço durante o estresse térmico está relacionada à sua baixa competência oocitária. 
[The low fertility of repeat-breeder Holstein (B. taurus) cows during summer heat stress is 
related to a low oocyte competence]. 2012. 140 f. Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade 
de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 
 

O objetivo desse estudo foi avaliar se a baixa fertilidade de vacas Holandesas repetidoras de 

serviço [RS; comparativamente a novilhas (NOV) e vacas próximas ao pico de lactação (PL)] 

está associada com comprometimento da qualidade oocitária e se esta condição é agravada 

pelo estresse térmico. Fêmeas das três categorias foram tratadas com o mesmo protocolo de 

sincronização da emergência de onda folicular. Cinco dias após o início do protocolo, a ovum 

pick-up (OPU) foi realizada e foram avaliados (Capítulo; Cap. 1) o número de folículos 

ovarianos, de oócitos totais e viáveis, temperatura retal (TR), temperatura de superfície 

cutânea (TC) e frequência respiratória (FR). Os oócitos viáveis foram utilizados para a 

produção in vitro de embriões (Cap. 2) e avaliações biomoleculares (Cap. 3). No Cap. 2, 

foram avaliados o desenvolvimento embrionário (taxa de clivagem, de blastocisto e de 

eclosão) e a qualidade dos embriões produzidos (número de células e frequência de núcleos 

fragmentados). No Cap. 3, realizou-se a extração de RNA e DNA de parte dos oócitos 

coletados para a quantificação relativa e absoluta de DNA mitocondrial (mtDNA) e a 

avaliação da expressão de genes relacionados à replicação/transcrição do mtDNA 

(PPARGC1A, NRF1, POLG, POLG2, TFAM e MT-CO1), à apoptose (BAX, BCL2 e ITM2B) e 

ao estresse térmico (HSP90AA1 e HSPA1AB). No Cap. 4, a taxa de concepção após IATF foi 

avaliada em ambas as estações do ano e nas três categorias quando o mesmo protocolo de 

sincronização para IATF e a mesma partida de sêmen foram utilizados. No Cap. 1, vacas RS e 

PL aumentaram sua FR e TR no verão em relação ao inverno (P<0,0001), enquanto as NOV 

mantiveram essas variáveis constantes em ambas as estações. Nas três categorias houve 

aumento (P<0,0001) da TC no verão, mas esta sempre foi superior (P<0,001) em vacas RS e 

PL do que nas NOV, independente da estação. O número de folículos e de oócitos totais e 

viáveis declinou nas RS e PL durante o verão, mantendo-se semelhante em NOV em ambas as 

estações. No Cap. 2, a taxa de clivagem foi semelhante entre categorias e estações. Já a taxa 

de blastocisto foi reduzida no verão nas três categorias, sendo essa queda mais acentuada nas 

RS. A taxa de eclosão e o número de células dos blastocistos foram menores no verão 

(independente de categoria). Menor número de células foi observado em embriões de RS e PL 



 

 

(independente da estação). Além disso, a porcentagem de núcleos fragmentados foi maior nos 

blastocistos das RS no verão. No Cap. 3, a expressão de ITM2B e BAX foi maior em RS 

durante o verão. Ainda, detectaram-se indícios da ativação de mecanismos pró-apoptóticos 

nos oócitos de RS (maior relação BAX/BCL-2) comparadas a PL e de mecanismos 

compensatórios da deficiência da função mitocondrial (menor conteúdo de mtDNA e maior 

expressão de PPARGCC1, NRF1, TFAM, POLG e POLG2) nas RS durante o verão em 

relação as demais categorias. No Cap. 4, menor taxa de concepção foi observada em RS e 

durante o verão. Os resultados geram evidências de que o baixo desempenho reprodutivo de 

vacas RS durante o verão deva estar relacionado ao comprometimento da qualidade de seus 

oócitos, demonstrado pelo seu reduzido conteúdo de mtDNA e elevada expressão de genes 

relacionados a replicação/transcrição do mtDNA, apoptose e síntese de chaperonas, 

culminado em baixa taxa de blastocisto e alta fragmentação nuclear destes. 

 

Palavras-chave: Fertilidade. Estresse térmico. Repetidoras de serviço. Qualidade oocitária. 

DNA mitocondrial.  



 

 

ABSTRACT 

 

FERREIRA, R. M. The low fertility of repeat-breeder Holstein (B. taurus) cows during 
summer heat stress is related to a low oocyte competence. [A baixa fertilidade de vacas 
Holandesas (Bos taurus) repetidoras de serviço durante o estresse térmico está relacionada à 
sua baixa competência oocitária]. 2012. 140 f. Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 
 

The aims of the present study were to evaluate whether lower fertility of repeat-breeder (RB) 

Holstein cows [compared to peak lactation cows (PL) and heifers (H)] is associated with 

oocyte quality and whether this condition is aggravated by summer heat stress. Females of the 

three categories were treated with same protocol for synchronization of follicular wave 

emergence during summer and winter. Five days after the protocol onset, the ovum pick-up 

(OPU) was performed. The following variables were evaluated in Chapter 1: number of 

ovarian follicles before OPU, number of total and viable oocytes, rectal temperature (RT), 

cutaneous temperature (CT) and respiration rate (RR). Viable oocytes were sent for in vitro 

embryo production (Chapter 2) and bimolecular evaluation (Chapter 3). In Chapter 2, embryo 

development (rates of cleavage, blastocyst and hatching) and quality (total number of nuclei 

and frequency of nuclear fragmentation) were assessed. In Chapter 3, part of the oocytes were 

subjected to DNA and RNA extraction to allow relative and absolute quantification of 

mitochondrial DNA (mtDNA), and the evaluation of the expression of genes related to 

mtDNA replication/transcription (PPARGC1A, NRF1, POLG, POLG2, TFAM and MT-CO1), 

apoptosis (BAX, BCL2 and ITM2B) and heat stress (HSP90AA1 e HSPA1AB). In Chapter 4, 

RB, PL and H were subjected to same protocol for fixed-time AI using the same batch of 

semen of a single sire in order to evaluate their P/AI during summer and winter. In Chapter 1, 

RB and PL had increased (P<0.0001) RR and RT during summer compared to winter; while 

H maintained similar RR and RT in both seasons. CT was greater (P<0.0001) during summer 

than winter in all categories, but it was always higher (P<0.001) in RB and PL than H, 

regardless of season. The numbers of follicles and total and viable oocytes were lower in RB 

and PL during summer than winter, and maintained stable in H in both seasons. In Chapter 2, 

cleavage rate was similar among categories and between seasons. However, blastocyst rate 

was invariably reduced during summer, but more pronouced in RB. Hatching rate and the 

total number of nuclei were decreased during summer, regardless of category. Lower number 

of nuclei was observed in RB and PL embryos compared to H, regardless of the season. 

Furthermore, the percentage of fragmented nuclei was greater in RB blastocysts during the 



 

 

summer. In Chapter 3, expressions of ITM2B and BAX were greater in RB oocytes collected 

during summer. Also, the activation of pro-apoptotic mechanisms (greater BAX/BCL2 ratio) 

was suggested in RB heat stressed-oocytes compared with PL. Activation of compensatory 

mechanisms of deficient mitochondrial function (low number of copies of mtDNA and 

increased expression of PPARGCC1, NRF1, TFAM, POLG and POLG2) were also observed 

in RB heat stressed-oocytes compared with PL and H. In Charpter 4, lower P/AI was observed 

in RB and under summer heat stress. These data provide evidences that the lower 

reproduction performance observed in RB during heat stress may be due to impaired oocyte 

quality, as shown by their reduced mtDNA content and upregulation of several genes related 

to mtDNA replication/transcription, apoptosis and chaperones synthesis, resulting in lower 

blastocyst rate and higher nuclear fragmentation of embryos. 

 

Keywords: Fertility. Heat stress. Repeat breeder. Oocyte quality. Mitochondrial DNA. 

 







 

 

Figura 3.2 -  Conteúdo absoluto de mtDNA em oócitos de vacas repetidoras de serviço 

(RS), vacas próximas ao pico em lactação (PL) e novilhas (N) Holandesas 

durante o verão. Pirassununga, 2010 a 2011..................................................93 

 

Figura 3.3 -  Expressão do PPARGC1A (a), NRF1 (b), TFAM (c), POLG (d), POLG2 (e), 

e MT-CO1 (f) em oócitos coletados de vacas Holandesas repetidoras de 

serviço (RS), vacas próximas ao pico em lactação (PL) e novilhas (N) 

durante o verão e o inverno. Pirassununga, 2010 a 2011...............................95 

 

Figura 3.4 -  Expressão de ITM2B (a), BAX (b), BCL-2 (c) e razão de expressão entre BAX 

e BCL-2 (d) em oócitos de vacas Holandesas repetidoras de serviço (RS), 

próximas ao pico de lactação (PL) e novilhas (N) durante o verão e o 

inverno. Pirassununga, 2010 a 2011..............................................................99 

 

Figura 3.5 -  Expressão do HSPA1AB (a) e HSP90AA1 (b) em oócitos de vacas 

Holandesas repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico de lactação (PL) e 

novilhas (N) no verão e no inverno. Pirassununga, 2010 a 2011.................100 

 

Figura 3.6 -  Expressão do ACTB (a), GAPDH (b) e HIST1H2AG (c) em oócitos de vacas 

Holandesas repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico de lactação (PL) e 

novilhas (N) no verão e no inverno. Pirassununga, 2010 a 2011.................103 

 

Capítulo 4 

 

Figura 4.1 -  Desenho esquemático do delineamento experimental. Sincronização da 

emergência de onda folicular e ovulação para inseminação artificial em 

tempo fixo (IATF). Céu Azul e Carambeí, 2010 a 2011.............................109 

 

Figura 4.2 -  Taxa de concepção de vacas Holandesas repetidoras de serviço (RS), 

próximas ao pico de lactação (PL) e novilhas (Nov) no verão e no inverno. 

Céu Azul e Carambeí, 2010 a 2011.............................................................111 



 

 

LISTA DE TABELAS  

 

 

Capítulo 1 

 

Tabela 1.1 -  Temperatura de bulbo seco (TBS), umidade relativa do ar (UR) e índice de 

temperatura e umidade (ITU) a que foram submetidas vacas repetidoras de 

serviço (RS), vacas próximas ao pico de lactação (PL) e novilhas da raça 

Holandesas durante março (verão) e o agosto (inverno). Águas de São Pedro 

e Descalvado, 2009 a 2010............................................................................56 

  

Tabela 1.2 -  Variáveis produtivas e reprodutivas das vacas (repetidoras de serviço – RS e 

próximas ao pico de lactação – PL) e novilhas Holandesas utilizadas em cada 

fazenda (Fazenda Agrindus = Faz. Ag; Fazenda São Jorge = Faz. SJ). Águas 

de São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010......................................................57 

 

Tabela 1.3 -  Número total de oócitos e número de oócitos viáveis recuperados de 

novilhas, vacas de alta-produção em pico de lactação (PL) e repetidoras de 

serviços (RS) pela técnica de OPU durante o verão e o inverno. Águas de 

São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010...........................................................66 

 

Capítulo 2 

 

Tabela 2.1 -  Taxas de desenvolvimento embrionário de oócitos provenientes de 

abatedouro e fertilizados in vitro com sêmen de touro Holandês para controle 

de qualidade dos meios e sêmen utilizados do experimento. Cravinhos, 2009 

a 2010.............................................................................................................75 

  

Tabela 2.2 -  Taxa de blastocisto sete dias após a fecundação in vitro de oócitos de vacas 

repetidoras de serviço (RS), em pico de lactação (PL) e novilhas (Nov) da 

raça Holandesa, durante o verão e o inverno. Cravinhos, 2009 a 

2010................................................................................................................76 

 



 

 

Capítulo 4 

 

Tabela 4.1 -  Variáveis produtivas e reprodutivas das vacas (repetidoras de serviço – RS e 

próximas ao pico de lactação – PL) e novilhas Holandesas utilizadas na 

avaliação da taxa de concepção nas diferentes estações. Céu Azul e Carambeí, 

2010 a 2011........................................................................................................110 

 

Tabela 4.2 -  Taxa de concepção (%) de vacas repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico 

de lactação (PL) e novilhas Holandesas sincronizadas para inseminação artificial 

em tempo fixo utilizando mesmo protocolo e mesma partida de sêmen, durante o 

verão e o inverno. Céu Azul e Carambeí, 2010 a 2011......................................111 

 

 



 

 

SUMÁRIO  
 

1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................... 24 

2 HIPÓTESES................................................................................................................ 26 

3 OBJETIVOS ............................................................................................................... 27 

4 REVISÃO DE LITERATURA ................................................................................... 29 

4.1 COMPETÊNCIA OOCITÁRIA PARA A PRODUÇÃO DE EMBRIÕES IN VITRO
 .....................................................................................................................................30 

4.2 INTERFERÊNCIA DO ESTRESSE TÉRMICO NA QUALIDADE OOCITÁRIA . 32 

4.3 RELAÇÃO ENTRE REPETIÇÃO DE SERVIÇOS E QUALIDADE OOCITÁRIA 36 

4.4 USO DE AVALIAÇÕES BIOMOLECULARES PARA O ESTUDO DO EFEITO DO 
ESTRESSE TÉRMICO NA QUALIDADE OOCITÁRIA .......................................... 37 

 

CAPÍTULO I ............................................................................................................................ 46 

5 JUSTIFICATIVA ...................................................................................................... 47 

6 MATERIAIS E MÉTODOS  .................................................................................... 48 

6.1 LOCAL E PERÍODO DE EXECUÇÃO .................................................................... 48 

6.2 ANIMAIS E INSTALAÇÕES .................................................................................... 48 

6.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ..................................................................... 49 

6.4 SINCRONIZAÇÃO DA NOVA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR ......... 49 

6.5 MONITORAMENTO CLIMÁTICO E ÍNDICE DE TEMPERATURA E UMIDADE 
 .....................................................................................................................................50 

6.6 AVALIAÇÃO DAS VARIÁVEIS CLÍNICAS .......................................................... 51 

6.7 AVALIAÇÕES ULTRASSONOGRÁFICAS ............................................................ 51 

6.8 ASPIRAÇÃO FOLICULAR GUIADA POR ULTRASSONOGRAFIA (OPU) ....... 52 

6.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA ......................................................................................... 53 

7 RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................. 55 

8 CONCLUSÕES ......................................................................................................... 67 
 

CAPÍTULO II ........................................................................................................................... 68 

9 JUSTIFICATIVA ...................................................................................................... 69 

10 MATERIAIS E MÉTODOS  .................................................................................... 70 

10.1 LOCAL E PERÍODO DE EXECUÇÃO .................................................................... 70 

10.2 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES (PIVE) ..................................................... 70 

10.2.1 Maturação in vitro ..................................................................................................... 70 

10.2.2 Fecundação in vitro ................................................................................................... 71 

10.2.3 Cultivo in vitro ........................................................................................................... 71 



 

 

10.2.4 Feeding e avaliação da taxa de desenvolvimento embrionário ............................. 72 

10.2.5 Controle de qualidade ............................................................................................... 72 

10.3 CONTAGEM DE NÚCLEOS TOTAIS E FRAGMENTADOS ................................ 72 

11 RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................. 74 

12 CONCLUSÕES ......................................................................................................... 80 
 

CAPÍTULO III ......................................................................................................................... 81 

13 JUSTIFICATIVA ...................................................................................................... 82 

14 MATERIAIS E MÉTODOS  .................................................................................... 83 

14.1 LOCAL E PERÍODO DE EXCECUÇÃO .................................................................. 83 

14.2 ANÁLISE RELATIVA DA QUANTIDADE DE mtDNA E DE TRANSCRITOS 
DOS OÓCITOS ............................................................................................................ 83 

14.2.1 Construção do controle externo ............................................................................... 83 

14.2.2 Extração de DNA e RNA .......................................................................................... 84 

14.2.3 Determinação da quantidade relativa de cDNA..................................................... 85 

14.2.4 Determinação da quantidade relativa de mtDNA .................................................. 88 

14.3 QUANTIFICAÇÃO ABSOLUTA DE mtDNA ......................................................... 89 

14.3.1 Preparo das amostras e da curva padrão ............................................................... 89 

14.3.2 Determinação da quantidade absoluta de mtDNA ................................................ 89 

14.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA ......................................................................................... 90 

15 RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................. 91 

16 CONCLUSÕES ....................................................................................................... 104 
 

CAPÍTULO IV ....................................................................................................................... 105 

17 JUSTIFICATIVA .................................................................................................... 106 

18 MATERIAIS E MÉTODOS  .................................................................................. 107 

18.1 LOCAL E PERÍODO DE EXECUÇÃO .................................................................. 107 

18.2 ANIMAIS E INSTALAÇÕES .................................................................................. 107 

18.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ................................................................... 108 

18.4 SINCRONIZAÇÃO DA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR E 
OVULAÇÃO.................... .......................................................................................... 108 

18.5 AVALIAÇÃO ULTRASSONOGRÁFICA .............................................................. 109 

18.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA ....................................................................................... 109 

19 RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................ 110 

20 CONCLUSÃO ......................................................................................................... 113 

21 CONSIDERAÇÕES FINAIS E IMPLICAÇÕES  ................................................ 114 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................... 116 



I n t r o d u ç ã o   P á g i n a  | 24 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

O acelerado crescimento populacional humano está gerando constantes preocupações 

referentes ao fornecimento de alimento em adequada proporção. Nesse contexto, a expansão 

do agronegócio se destaca como ponto chave na resolução desse problema. Na pecuária, a 

maximização da produção de carne e leite está intimamente ligada à eficiência reprodutiva 

dos rebanhos, justificando o aumento de pesquisas direcionadas a esta área. No entanto, 

apesar da grande evolução das técnicas de reprodução assistida, algumas variáveis de ordem 

biológica e ambiental ainda são barreiras importantes que se interpõem ao desempenho 

reprodutivo das fêmeas bovinas. Particularmente em gado leiteiro de alta produção, o estresse 

térmico ambiental e a presença de vacas repetidoras de serviço (RS) são grandes desafios para 

a fertilidade, ocasionando atrasos na concepção, aumento do intervalo entre partos e redução 

da lucratividade dessa atividade. 

Fêmeas RS ou repeat breeders são comumente definidas como animais subférteis, sem 

quaisquer alterações anatômicas ou anormalidades infecciosas, que não se tornam gestantes 

mesmo após numerosos serviços (três ou mais). Sua incidência nos rebanhos comerciais é 

bastante variável, com média de 14%, representando grandes prejuízos econômicos por 

apresentarem baixas taxas de fertilidade (GRADEN et al., 1968; GUSTAFSSON; LARSSON, 

1985) e/ou perda embrionária precoce (LINARES, 1981; GUSTAFSSON; LARSSON, 1985). 

Ainda não está totalmente esclarecido o motivo pelo qual estas vacas se tornam RS e se sua 

fertilidade é ainda mais agravada em períodos de estresse térmico. No entanto, há indicativos 

que sua baixa taxa de concepção esteja relacionada a algum comprometimento oocitário ou 

em fase inicial do desenvolvimento embrionário (GUSTAFSSON; EMANUELSON, 2002). 

Em todo o mundo a condição climática é um dos principais fatores determinantes do 

sucesso na exploração pecuária, sendo indicadora de investimentos e direcionadora da 

produção. Essa importância estende-se ao Brasil, onde grande parte do rebanho leiteiro é 

composta por bovinos de origem européia (B. taurus), pouco adaptados às condições 

climáticas do nosso país, que possui em torno de dois terços de seu território situado na faixa 

tropical (TITO, 1998). A elevada temperatura está associada a um decréscimo na fertilidade e 

há indicações de que pode ocasionar efeito deletério sobre a competência oocitária e síntese 

de substâncias requeridas para o desenvolvimento embrionário inicial (ROCHA et al., 1998; 

AL-KATANANI; WEBB; HANSEN, 1999; RUTLEDGE et al., 1999; AL-KATANANI; 
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PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Assim, oócitos e embriões em estádio inicial de 

desenvolvimento são mais susceptíveis a sofrer injúrias decorrentes do estresse térmico 

comparados a embriões com mais de três dias após a fecundação (EALY; DROST; HANSEN, 

1993; HANSEN; ARECHIGA, 1999). Esse fato explica o aumento da proporção de embriões 

anormais ou com desenvolvimento retardado em novilhas Holandesas superovuladas e 

expostas ao estresse térmico entre a inseminação artificial (IA) e a recuperação dos embriões, 

comparadas àquelas mantidas em termoneutralidade (PUTNEY et al., 1989).  

Como as RS possuem taxa de concepção reduzida durante o verão em relação ao 

inverno (RODRIGUES et al., 2007a), é razoável supor que a baixa fertilidade das RS está 

associada à redução da competência oocitária e é agravada em decorrência ao estresse 

térmico. Essa suposição é fortalecida pelos resultados de um estudo prévio no qual foi 

evidenciado comprometimento na qualidade dos oócitos recuperados de novilhas RS, com 

base na sua morfologia após a coleta e sua reduzida habilidade de reorganizar a distribuição 

de mitocôndria e grânulos corticais no citoplasma após a maturação in vitro (BAGE et al., 

2003). Esses fatores podem diretamente explicar a baixa qualidade oocitária e a subfertilidade 

que determina a síndrome da repetição de serviços. Assim, o presente estudo se baseia na 

hipótese que a baixa fertilidade de vacas Holandesas RS está associada com a qualidade 

oocitária e que essa condição é agravada pelo estresse térmico.  
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2 HIPÓTESES 

 

 

A hipótese geral do presente estudo é que a baixa fertilidade de vacas Holandesas (B. 

taurus) RS está associada com sua baixa qualidade oocitária, a qual é ainda mais 

comprometida durante o estresse térmico. As hipóteses de cada capítulo são: 

 

Capítulo I (etapa de campo) 

- A frequência respiratória, a temperatura retal e a temperatura de superfície cutânea 

de vacas RS aumentam durante o estresse térmico, semelhantemente a vacas próximas ao pico 

de lactação (PL) e diferentemente de novilhas; 

- O número de oócitos totais e viáveis recuperados pela técnica de ovum pick up 

(OPU) não será alterado pelo estresse térmico em nenhuma das categorias (RS, PL ou 

novilhas); 

 

Capítulo II (etapa de laboratório de produção de embriões) 

- A qualidade dos oócitos de vacas em lactação (RS e PL) é mais comprometida do 

que de novilhas durante o estresse térmico, sendo esse efeito mais intenso em vacas RS 

(menor taxa de blastocisto, menor número de células embrionárias e maior fragmentação 

nuclear nos embriões produzidos in vitro). 

 

Capítulo III (etapa de avaliações biomoleculares)  

- A qualidade dos oócitos de vacas em lactação (RS e PL) é mais comprometida do 

que de novilhas durante o estresse térmico, sendo esse efeito mais intenso em vacas RS 

(menor quantidade de DNA mitocondrial - mtDNA - e alteração da expressão de transcritos 

alvo relacionados a função mitocondrial, apoptose e estresse térmico). 

 

Capítulo IV (etapa de teste de concepção)  

- Vacas RS possuem menor taxa de concepção à inseminação artificial em tempo fixo 

do que vacas PL e novilhas, principalmente durante o estresse térmico. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

 Para testar as hipóteses, o objetivo geral foi avaliar se o comprometimento da 

eficiência reprodutiva de vacas RS da raça Holandesa (B taurus) e em estresse térmico está 

relacionado com a redução da qualidade dos oócitos.  

 

Os objetivos específicos do presente estudo foram: 

 

Capítulo I: Avaliar o efeito do estresse térmico em vacas RS da raça Holandesa (B. 

taurus), comparativamente a vacas PL e novilhas, sobre as seguintes variáveis: 

• frequência respiratória; 

• temperatura retal; 

• temperatura de superfície cutânea; 

• número de folículos no dia da OPU; 

• número de oócitos totais e viáveis; 

 

 

Capítulo II: Avaliar a competência de desenvolvimento in vitro de oócitos aspirados in 

vivo de vacas RS da raça Holandesa (B. taurus) no verão e no inverno, comparativamente a 

vacas PL e novilhas, via: 

• taxa de clivagem; 

• taxa de blastocisto;  

• taxa de eclosão; 

• contagem do número total de núcleos dos embriões produzidos; 

• proporção de núcleos fragmentados dos embriões produzidos. 
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Capítulo III: Avaliar a qualidade oocitária de gametas obtidos pela OPU de vacas RS 

da raça Holandesa (B. taurus) no verão e no inverno, comparativamente a vacas PL e 

novilhas, via: 

• quantificação relativa e absoluta de mtDNA; 

• expressão de transcritos alvo relacionados a: 

- estresse térmico: HSP90AA1 and HSPA1AB  

- apoptose: BAX, BCL2 e ITM2B 

- replicação e transcrição de mtDNA: MT-CO1, NRF1, POLG, POLG2, 

PPARGC1A e TFAM. 

 

 

Capítulo IV: Avaliar o desempenho reprodutivo de vacas RS da raça Holandesa (B. taurus) 

comparativamente a vacas PL e novilhas no verão e no inverno, via: 

• taxa de concepção após inseminação artificial em tempo fixo (IATF). 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Uma das principais fontes de proteína animal na alimentação humana é o leite. O 

Brasil possui um potencial extraordinário para este segmento, embora subaproveitado. Em 

2010, o Brasil produziu cerca de 30,5 bilhões de litros de leite, contando para isso com cerca 

de 23 milhões de fêmeas leiteiras em produção (Anuário DBO 2011*), com produção 

nacional média nacional de 4,6 litros/dia. Como o consumo populacional nacional foi de 149 

litros/per capta/ano e o Brasil exportou 58,2 mil toneladas de leite em 2010, ficou evidente a 

necessidade de importação (113,1 mil toneladas; Anuário DBO 2011*). O resultado foi uma 

balança comercial deficitária de lácteos no ano em questão (U$$ 330,3 milhões em 

importações contra US$ 155,5 milhões em exportações = déficit de US$ 174,8 milhões). 

O rebanho leiteiro brasileiro é composto em sua maioria por animais das raças Gir, 

Girolanda e Holandesa. A raça Holandesa, particularmente, possui uma inegável 

superioridade para a produção de grandes volumes de leite, especialmente em sistemas 

intensivos. No entanto, por ser uma raça de origem européia, é pouco adaptada aos trópicos e 

altamente susceptível aos prejuízos (produtivos e reprodutivos) decorrentes do estresse 

térmico do verão brasileiro. Além disso, não é incomum encontrar fêmeas RS em rebanhos 

holandeses de alta produção leiteira, sendo reportada uma incidência de cerca de 14% 

(YUSUF et al., 2010). 

Nos últimos anos, as técnicas de sincronização do desenvolvimento folicular e da 

ovulação, bem como de manipulação do ciclo estral em bovinos progrediram de forma rápida 

e sólida. Os novos conceitos em fisiologia reprodutiva facilitaram o emprego de 

biotecnologias de reprodução assistida como a inseminação artificial (IA), transferência de 

embriões (TE) e aspiração folicular guiada por ultrassom (ovum pick up; OPU) seguida da 

produção in vitro de embriões (PIVE). No Brasil, a PIVE se destaca por estar em uma fase de 

grande difusão, tendo ultrapassado a marca de 250 mil embriões produzidos em 2009 (sendo 

4.097 de taurinas leiteiras), o que equivale a mais que 66% da produção mundial de embriões 

in vitro (VIANA et al., 2010). No entanto, a PIVE é ainda bastante ineficiente em vacas de 

leite de alta produção e influenciada por diversos fatores de ordem técnica e biológica. Os 

fatores técnicos foram mais explorados e hoje existem diversas opções de sistemas de 

aspiração folicular e cultivo (BOLS et al., 2004). No entanto, o sucesso dessas biotécnicas 

ainda está diretamente relacionado ao número e qualidade dos complexos cumulus-oócito 



R e v i s ã o  d e  L i t e r a t u r a   P á g i n a  | 30 

 

 

 

 

(COCs) que são destinados ao cultivo (VIANA; BOLS, 2005) e, consequentemente, nos 

fatores que interferem na competência oocitária para o desenvolvimento embrionário. Dentre 

esses fatores, as condições climáticas em que os animais são mantidos e a categoria do animal 

utilizado para a PIVE podem determinar os resultados da técnica.  

A presente revisão abordará tópicos relacionados à qualidade oocitária de fêmeas 

Holandesas, focando a repetição de serviços e o impacto do estresse térmico. Essas 

informações servirão de base para a compreensão das hipóteses e objetivos do presente 

estudo, bem como para a discussão dos resultados nas seções que se seguirão. 

 

 

4.1 COMPETÊNCIA OOCITÁRIA PARA A PRODUÇÃO DE EMBRIÕES IN VITRO 

 

 

O sucesso das técnicas de OPU-PIVE está estritamente relacionado à competência dos 

oócitos para a produção de embriões in vitro. Alguns eventos-chave estão diretamente 

relacionados com a competência desses gametas, dentre eles, o reinício da meiose, a ativação 

das clivagens após a fecundação, o desenvolvimento ao estádio de blastocisto, a indução da 

prenhez, a capacidade de levá-la a termo e o desenvolvimento saudável a termo (SIRARD et 

al., 2006). Apesar de numerosos, o critério mais frequentemente empregado nos laboratórios 

de PIVE é o desenvolvimento a blastocisto, uma vez que oócitos incompetentes são 

bloqueados na transição materno-zigótica (estádio de oito células em bovinos), devido à 

incapacidade de ativação do genoma embrionário (SIRARD et al., 2006). 

 Acredita-se que existam características que possam ser utilizadas como preditoras do 

potencial de desenvolvimento dos oócitos a blastocistos. A fase de desenvolvimento folicular 

(mais detalhada no tópico seguinte), o diâmetro dos folículos dos quais são recuperados os 

oócitos, as características morfológicas e o diâmetro dos oócitos (que pode estar relacionada 

com o conteúdo de mtDNA) são algumas dessas características que estão sendo amplamente 

estudadas. 

O diâmetro folicular no momento da recuperação de oócitos tem sido o parâmetro 

mais utilizado na tentativa de elevar os índices obtidos em sistemas de produção embrionária 

in vitro (VASSENA et al., 2003). Alguns autores demonstraram que oócitos contidos em 

folículos inferiores a 2 mm são menos competentes que folículos de diâmetro superior, não se 

desenvolvendo além de oito células (TAN; LU, 1990; PAVLOK; LUCAS-HAHN; 
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NIEMANN, 1992). Embora existam relatos de que não há diferenças nas taxas de 

recuperação, clivagem ou blastocistos entre folículos menores ou maiores do que 4 mm 

(SENEDA et al., 2001), há indícios de que folículos maiores do que seis mm apresentem 

melhor competência para o desenvolvimento a blastocisto (LONERGAN et al., 1994). Nesse 

sentido, Chiaratti et al. (2010) observaram que oócitos provenientes de folículos de menor 

diâmetro, contêm menos mtDNA do que aqueles originados de folículos maiores. 

A classificação morfológica em graus leva em conta o revestimento por células do 

cumulus e/ ou a homogeneidade do citoplasma dos oócitos. Quando ambos os métodos são 

utilizados, a classificação varia em escala de 1 a 4 (LEIBFRIED; FIRST, 1979; DE LOOS et 

al., 1989), sendo que oócitos de grau 1 apresentam mais de três camadas compactas de 

cumulus com ooplasma homogêneo, os de grau 2 apresentam de uma a duas camadas de 

cumulus com ooplasma homogêneo ou discretamente heterogêneo, os de grau 3 apresentam 

camadas de cumulus discretamente expandidas e ooplasma irregular podendo conter 

granulações escurecidas e, por fim, os de grau 4 são os oócitos desnudos, expandidos ou com 

ooplasma irregular. Os critérios dessa classificação estão mais detalhados no Manual de 

Transferência de Embriões da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões 

(WRIGHT, 1998). Alguns autores indicam que oócitos de graus 1 a 3 apresentam igual 

capacidade de desenvolvimento, havendo comprometimento apenas nos de grau 4 (DE LOOS 

et al., 1989), principalmente nos desnudos (YANG, 1990; WARD et al., 2000).  

O diâmetro dos oócitos está diretamente relacionado à sua competência. Em bovinos, 

o oócito adquire capacidade de realizar a ativação nuclear a partir de 110 µm, o que 

corresponde a um folículo de aproximadamente de três mm de diâmetro. Assim, o oócito 

gradualmente adquire a capacidade de sofrer a maturação, meiose e manter o 

desenvolvimento embrionário inicial (HYTTEL et al., 1997). A capacidade de progressão da 

meiose in vitro aumenta de 21,2% para 80,7% em oócitos com 120 µm em relação aos oócitos 

com diâmetros inferiores a 100 µm (FAIR; HYTTEL; GREVE, 1995). Adicionalmente, o 

desenvolvimento aos estádios de mórula e blastocisto aumenta de 10 para 34%, à medida que 

o oócito aumenta em diâmetro de 95 para 115 µm (ARLOTTO et al., 1996).  

 Todos esses critérios têm sua utilidade em auxiliar na predição da qualidade oocitária. 

No entanto, trata-se de avaliações superficiais e que podem apresentar certa subjetividade. 

Atualmente, o desenvolvimento de técnicas de avaliações biomoleculares, como a avaliação 

da expressão de genes e a quantificação do conteúdo de mtDNA, permite a associação dos 
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critérios supracitados a esses métodos mais sofisticados. Assim, abrem-se perspectivas para o 

melhor entendimento dos fatores que afetam a competência gamética, em que nível está sendo 

afetada e o estudo de estratégias para melhorá-la. Mais adiante, algumas dessas avaliações 

biomoleculares serão abordadas.  

 

 

4.2 INTERFERÊNCIA DO ESTRESSE TÉRMICO NA QUALIDADE OOCITÁRIA 

 

 

 O estresse térmico pode ser definido como a soma de forças externas a um animal 

homeotérmico, que atua deslocando a temperatura corpórea de seu estado de repouso 

(YOUSEF, 1984). As adaptações fisiológicas às quais um organismo homeotérmico é 

submetido durante o estresse térmico podem comprometer diversos sistemas fisiológicos 

importantes, incluindo o reprodutivo. Em bovinos, a hipertermia pode afetar a função celular 

de diversos tecidos do trato reprodutivo da fêmea (WOLFENSON; ROTH; MEIDAN, 2000; 

HANSEN et al., 2001). Além disso, a redistribuição do aporte sanguíneo das vísceras para os 

tecidos periféricos durante o estresse térmico pode interferir nas funções ovariana e uterina, 

afetando o desempenho reprodutivo (COLLIER et al., 1982; ALEXANDER, 1987; 

HANSEN; ARECHIGA, 1999).  

Ao focar a função reprodutiva, estudos têm demonstrado que durante o período de 

crescimento folicular, o estresse térmico tem o potencial de comprometer o oócito, tanto por 

um efeito direto da temperatura elevada sobre esta célula, quanto por mudanças na função 

folicular as quais poderiam comprometer a qualidade oocitária [revisado por Hansen & 

Arechiga (1999)]. Oócitos coletados de folículos de vacas Holandesas (B. taurus) durante o 

verão possuem capacidade reduzida de desenvolvimento até o estádio de blastocisto após a 

fecundação in vitro (FIV), em comparação com oócitos coletados no inverno (ROCHA et al., 

1998; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Entretanto, apesar de existirem 

diversos estudos demonstrando um efeito evidente do estresse térmico sobre a capacidade de 

desenvolvimento oocitário após a FIV, os mecanismos exatos pelos quais o oócito é 

comprometido ainda permanecem desconhecidos. 

Com relação às taxas de blastocistos, grandes variações parecem ser decorrentes da 

sazonalidade (estações quentes: 20% de blastocistos oito dias após a fecundação vs. estações 

frias: > 30%) e estresse térmico (verão com estresse térmico: 11,4%a e inverno: 29,9b; (AL-
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KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Estudos anteriores têm demonstrado que a 

exposição de CCOs de bovinos à temperatura elevada durante as primeiras 12 horas de 

maturação in vivo (MIV) danifica a arquitetura do citoesqueleto, reduz a maturação nuclear 

oocitária (ROTH; HANSEN, 2005) e induz a morte oocitária por apoptose (ROTH; 

HANSEN, 2004b; a). O efeito deletério do estresse térmico sobre a qualidade do blastocisto 

ou número de células é consistente com estudos in vitro ou in vivo que demonstram 

desenvolvimento reduzido de embriões durante o estresse térmico (EDWARDS et al., 1997; 

AL-KATANANI; WEBB; HANSEN, 1999; HANSEN et al., 2001; RIVERA; HANSEN, 

2001; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; ROTH; HANSEN, 2004a).  

A resistência ao estresse térmico é sabidamente determinada pelo genótipo da vaca. 

Rebanhos formados por raças B. indicus ou seus cruzamentos têm se mostrado mais 

resistentes às condições tropicais (como elevada temperatura e umidade) do que aqueles 

formados por raças que evoluíram em climas temperados (B. taurus, como a raça Holandesa). 

Essencialmente, a adaptação de certas raças a condições de elevação térmica (zebuínas; B. 

indicus) é consequência da habilidade superior destas em regular sua temperatura corpórea 

(ADEYEMO, 1979; BENNETT, 1985; HAMMOND et al., 1996; GAUGHAN et al., 1999). 

Entretanto, foi observado que até mesmo vacas de raças mais resistentes ao calor, como a 

Nelore (B. indicus) apresentaram diminuição da qualidade oocitária, evidenciada pela taxa de 

produção de embriões in vitro, quando seus oócitos foram coletados durante o verão 

(FERRAZ, 2005).  

Em vacas da raça Gir (B. indicus), a exposição ao estresse térmico não teve efeito 

imediato sobre a função reprodutiva e as concentrações séricas de cortisol, porém foi 

observada redução da concentração de progesterona (P4) depois de cessado o período de 

estresse, maior período de anestro (P4 < 1 ng/mL), codominância folicular (aumento do 

número de folículos maiores que nove milímetros) e redução da duração do ciclo estral 

(TORRES-JUNIOR et al., 2008). Apesar de não ter exercido efeito significativo sobre a taxa 

de clivagem, o desenvolvimento até a fase de blastocisto foi reduzido após o término do 

estresse térmico, mostrando um efeito tardio desse fator, o qual se prolongou por até 105 dias. 

Nesse contexto, em um estudo prévio ao supracitado foi demonstrado que, uma vez que o 

pool ovariano de oócitos é afetado pelo estresse térmico, são necessários dois a três ciclos 

estrais (após o fim do estresse) para a recuperação da qualidade oocitária (ROTH et al., 

2001b). Esses achados são sugestivos que os folículos e oócitos devam sofrer injúrias 
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decorrentes do estresse térmico durante as fases iniciais da foliculogênese, resultando em um 

efeito deletério tardio sobre a função ovariana.  

Em embriões bovinos quatro dias após a fecundação (mais que oito células) 

submetidos a estresse térmico (6 h a 41ºC) foi possível observar diferença racial (Brahman, 

Senepol, Holandês e Angus) de resistência a esse estresse (PAULA-LOPES et al., 2003b). 

Neste estudo, observou-se tendência de maior taxa de clivagem (> 80%) e efeito negativo 

menos pronunciado do estresse térmico sobre o desenvolvimento a blastocisto nos dias oito e 

nove em embriões de vacas B. indicus (Brahman; aproximadamente 30 e 35% vs. 15 e 20%, 

respectivamente) do que de vacas B. taurus (Holandesas = aproximadamente 30 e 35% vs. 

menos que 5% em ambos os dias de cultivo, respectivamente, e Angus = aproximadamente 50 

e 60% vs. menos que 5 % em ambos os dias de cultivo, respectivamente). Da mesma maneira, 

embriões Brahman foram menos afetados do que os Holandeses ou Angus quanto ao estágio 

de desenvolvimento nove dias após a fecundação (blastocisto expandido ou eclodido) e 

quanto ao número de núcleos neste mesmo momento. Os autores concluíram que embriões de 

bovinos da raça Brahman são mais adaptados ao estresse térmico do que os da raça Holandesa 

ou Angus. 

Corroborando esses achados, quando oócitos provenientes de ovários de matadouro de 

fêmeas Holandesas e Brahman foram coletados, constatou-se que a porcentagem de 

blastocistos produzidos foi maior em Brahman do que em Holandesas (29,5% vs. 17,5%, 

respectivamente), sugerindo melhor qualidade oocitária da raça, fato que pode estar 

relacionado à melhor adaptação às condições térmicas ambientais (ESCALONA, 2008). Em 

outro trabalho (BILBY et al., 2006), oócitos de Holandesas e não Holandesas obtidos a partir 

de ovários provenientes de matadouro foram utilizados como controle interno para um 

experimento de OPU no qual foram avaliadas várias dietas sobre os resultados da PIVE. Não 

se verificou efeito de raça para taxa de clivagem (78,9% para Holandês e 68,0% para não 

Holandês), contudo, o estádio de desenvolvimento foi mais avançado em embriões não 

Holandeses, tanto para alcançar o estádio de oito células três dias após a fecundação 

(aproximadamente 40% para não Holandês e aproximadamente 30% para Holandês), quanto 

para o desenvolvimento a blastocisto oito dias após a FIV (35,1% vs. 21,2%, 

respectivamente). Neste trabalho, as taxas obtidas em matadouro foram superiores às obtidas 

na OPU, mesmo em Holandesas. Sendo assim, os autores julgam que não somente há efeito 

de raça, mas também o efeito post-mortem (pré-maturação) incrementando os resultados na 

PIVE, fato previamente relatado (BLONDIN et al., 1997). 
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Diversos estudos mostram que o uso de protocolos de inseminação artificial em tempo 

fixo (IATF) pode eliminar os problemas de detecção de cio causados pelo estresse térmico, no 

entanto, essa estratégia não é suficiente para restaurar a taxa de prenhez do rebanho para os 

mesmos níveis observados durante os períodos mais frescos do ano [revisado por Baruselli et 

al. (2011)]. Como descrito anteriormente, os oócitos e embriões em estágio de 

desenvolvimento inicial são altamente sensíveis ao estresse térmico e isto se torna mais óbvio 

em raças não-adaptadas. Contudo, embriões com três dias ou mais após a concepção são 

menos sensíveis ao estresse térmico (EALY; DROST; HANSEN, 1993; HANSEN; 

ARECHIGA, 1999). Assim, uma estratégia que vem sendo utilizada para melhorar a 

fertilidade durante o verão é a transposição dos efeitos do estresse térmico sobre os estádios 

iniciais de desenvolvimento embrionário utilizando-se a transferência de embriões (TE), uma 

vez que com essa técnica embriões de seis a sete dias são utilizados (RUTLEDGE, 2001; 

BARUSELLI et al., 2011). 

Em condições climáticas brasileiras, a eficiência do uso dessa biotecnologia para 

aumentar a taxa de concepção de vacas Holandesas no verão pode ser evidenciada em um 

estudo retrospectivo com dados referentes a 12.875 IAs e 4.822 TEs realizadas nos anos de 

2001 até 2006 (RODRIGUES et al., 2007b; FERREIRA et al., 2010; BARUSELLI et al., 

2011).  Nesse contexto, vacas inseminadas tiveram menor taxa de concepção nos meses mais 

quentes do ano comparadas àquelas que receberam embrião, ou seja, o uso da TE, além de 

aumentar a taxa de concepção geral, foi eficiente em manter essa taxa mais constante durante 

as diferentes estações do ano. Complementarmente, a perda embrionária entre 30 e 60 dias de 

gestação foi avaliada em vacas Holandesas submetidas a IA (n = 5.040) ou TE (n = 2.109), 

durante a primavera-verão e o outono-inverno de 2004 a 2008 (FERREIRA et al., 2010; 

FREITAS et al., 2010; BARUSELLI et al., 2011). Independentemente da biotécnica utilizada 

a perda embrionária foi maior na primavera-verão do que no outono-inverno [20,3% 

(593/2916) vs 16,8% (709/4234); P= 0,002]. No entanto, as vacas submetidas a TE 

apresentaram maior (P= 0,001) perda embrionária (20,5%; 432/2109) do que as submetidas a 

IA (17,3%; 870/5040). Quando a taxa de concepção desses mesmos animais foi avaliada nos 

mesmos períodos observou-se queda de concepção nas estações mais quentes tanto utilizando 

a TE quanto a IA, porém, a concepção à TE sempre foi superior à IA. Portanto, apesar da 

maior perda gestacional em comparação à IA, o uso da TE possibilitou um incremento no 

desempenho reprodutivo durante os meses mais quentes do ano, mostrando-se uma boa 

estratégia para melhorar a eficiência reprodutiva durante períodos de estresse térmico. 
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4.3 RELAÇÃO ENTRE REPETIÇÃO DE SERVIÇOS E QUALIDADE OOCITÁRIA 

 

 

Com relação aos problemas de fertilidade, é reconhecido que vacas RS causam grande 

prejuízo econômico aos criadores (KAMWANJA et al., 1994). Estima-se que a repetição de 

serviço deva variar entre rebanhos de 9% a 24% (BULMAN; LAMMING, 1978; 

BARTLETT; KIRK; MATHER, 1986; WALDMANN et al., 2001; YUSUF et al., 2010). De 

acordo com um estudo mais recente (YUSUF et al., 2010), a incidência de RS foi de 14% 

quando nove rebanhos comercias foram estudados. Vacas RS são comumente referidas como 

animais subférteis, sem quaisquer alterações anatômicas ou anormalidades infecciosas, que 

passaram por mais de três serviços sem se tornarem gestantes. Estas vacas são caracterizadas 

por baixas taxas de fertilidade (GRADEN et al., 1968; O'FARRELL et al., 1983; MALAYER; 

HANSEN, 1990) e/ou perda embrionária precoce (LINARES, 1981; GUSTAFSSON; 

LARSSON, 1985). No entanto, ainda não está totalmente esclarecido o motivo pelo qual estas 

vacas se tornam RS, qual o pior período do ano para as mesmas e o que deveria ser feito para 

evitar este problema.  

Recentemente, a ocorrência de distúrbios reprodutivos periparto e o aumento da 

paridade foram identificados como fatores que aumentam o risco de incidência da repetição 

de serviços em vacas de leite. (BONNEVILLE-HEBERT et al., 2011). A distocia, por 

exemplo, aumentou o risco da vaca se tornar RS em 44%. No entanto, o aumento da paridade 

foi o fator de maior efeito, sendo que vacas de quarta lactação apresentaram risco de 67% de 

se tornarem RS. Em outro estudo recente, sugeriu-se que alterações na concentração de 

metabólitos sanguíneos poderiam estar associadas à redução da qualidade oocitária e 

contribuir para a ocorrência da repetição de serviços (KURYKIN et al., 2011). Nesse estudo, 

a porcentagem de oócitos morfologicamente anormais foi maior em RS (52,5%) do que em 

vacas em início de lactação (37,9%). As concentrações de proteína total, glicose e aspartato 

aminotransferase não diferiram entre vacas RS com excesso de oócitos anormais, RS com 

oócitos normais e vacas em início de lactação. No entanto, vacas RS com excesso de oócitos 

anormais apresentaram maior concentração plasmática de uréia e tendência de maior 

concentração de colesterol e de lactato desidrogenase, o que pode estar prejudicando a 

qualidade oocitária desses animais (KURYKIN et al., 2011). 

Um estudo retrospectivo, similar ao descrito no item anterior, foi realizado para avaliar 

a taxa de concepção e a perda gestacional de vacas RS que passaram por IA ou TE nas 
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diferentes épocas do ano (RODRIGUES et al., 2007a; FREITAS et al., 2010). A perda 

gestacional (entre 30 e 60 dias de gestação) foi similar entre vacas RS e não-RS que foram 

inseminadas ou receberam embrião (FREITAS et al., 2010). No entanto, a taxa de concepção 

de vacas RS foi maior após a TE (41,7%; 1609/3858) do que após a IA (17,9%; 1019/5693), 

indicando que a baixa taxa de concepção de RS possa estar relacionada a problemas relativos 

à qualidade oocitária ou ao desenvolvimento embrionário precoce.  

De maneira semelhante, foi sugerido em outro estudo que os oócitos de RS possuem 

qualidade comprometida (GUSTAFSSON; EMANUELSON, 2002). Além disso, um estudo 

prévio proveu evidências de que haja comprometimento da qualidade de oócitos coletados de 

novilhas RS, dada sua inadequada morfologia após a coleta e sua reduzida habilidade de 

reorganizar a distribuição espacial citoplasmática das mitocôndrias e grânulos corticais após a 

maturação in vitro (BAGE et al., 2003). Esses fatores podem explicar indiretamente a 

ocorrência de baixa qualidade oocitária e contribuir para a subfertilidade que define a 

síndrome de repetição de serviços que acomete esses animais. 

Como foi demonstrado que RS também têm taxa de concepção mais baixa durante o 

verão em comparação ao inverno (RODRIGUES et al., 2007a), pode-se supor que a reduzida 

eficiência reprodutiva registrada em RS durante o estresse térmico pode estar relacionada ao 

comprometimento da qualidade de seus gametas. 

 

 

4.4 USO DE AVALIAÇÕES BIOMOLECULARES PARA O ESTUDO DO EFEITO DO 

ESTRESSE TÉRMICO NA QUALIDADE OOCITÁRIA 

 

 

4.4.1 Estresse térmico e apoptose 

 

 

A hipertermia ocasiona também efeito deletério sobre a competência oocitária e a 

síntese de substâncias requeridas para o desenvolvimento embrionário inicial (HANSEN, 

1997; ROCHA et al., 1998; RUTLEDGE et al., 1999; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; 

HANSEN, 2002). Recentes pesquisas demonstraram que os efeitos do estresse térmico afetam 

as propriedades físico-químicas das membranas celulares, alterando a morfologia de oócitos 

no inverno e verão, aumentando o teor de ácidos graxos saturados no verão e o de 
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polinsaturados no inverno (ZERON et al., 2001). Além disso, a exposição ao choque térmico 

ocasiona alterações ultra-estruturais em oócitos e embriões, dentre as quais estão a 

redistribuição de organelas da membrana em direção ao núcleo celular e agregação 

citoplasmática, vacuolização e rompimento da membrana e/ou matriz mitocondrial, 

culminando num processo de morte celular programada ou apoptose (LIU; TRIMARCHI; 

KEEFE, 2000; RIVERA et al., 2003b; RIVERA et al., 2003a) Outros autores também 

demonstraram que o estresse térmico durante procedimentos in vitro induz eventos 

apoptóticos em oócitos bovinos (ROTH; HANSEN, 2004a; SOTO; SMITH, 2009) e células 

embrionárias (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; LOUREIRO; BRAD; HANSEN, 2007), 

sendo que a via intrínseca mitocondrial pareceu estar envolvida nesse processo (SOTO; 

SMITH, 2009). Assim, a disfunção mitocondrial pode ser um dos fatores que determinam a 

magnitude dos efeitos negativos do estresse térmico na competência oocitária e apoptose. 

Nesse contexto, sabe-se que a mitocôndria passa por alterações importantes durante a 

ativação da apoptose, sendo a primeira a liberação simultânea de fatores apoptogênicos como 

o citocromo c (ADAMS; CORY, 1998; GREEN; REED, 1998; TSUJIMOTO, 1998). O 

citocromo c se liga ao fator-1 ativador da apoptose (Apaf-1) no citosol, resultando na ativação 

da caspase-9 (LI et al., 1997), a qual tem sua atividade regulada por proteínas da família 

BCL2 (ADAMS; CORY, 1998; CHAO; KORSMEYER, 1998; GREEN; REED, 1998). As 

proteínas da família BCL2 são reguladores centrais da apoptose, uma vez que integram os 

sinais de sobrevivência e morte que são gerados dentro e fora da célula (ADAMS; CORY, 

1998). Essa família pode ser categorizada em duas classes de proteínas, de acordo com sua 

função de inibir (BCL2, BCL-XL, BCL-W, A1, MCL-1) ou promover apoptose (BAX, BAK, 

BAD, BIM, BCL-XS, BOK, BIK, BLK, HRK, BNIP3, BIM e grupo BH). A razão entre essas 

duas classes é um grande determinante de sobrevivência ou morte celular por estímulo 

apoptótico (MOTYL, 1999). Sabe-se ainda, que a forma curta da proteína de membrana 

integral 2B (ITM2B), a qual contém o domínio BH3 da família BCL2, induz apoptose em 

células estimuladas por interleucina-2 (FLEISCHER et al., 2002; FLEISCHER; AYLLON; 

REBOLLO, 2002). Além disso, estudos bioquímicos e confocais têm demonstrado que a 

associação entre ITM2B e mitocôndria está correlacionada com a perda de potencial de 

membrana mitocondrial, liberação de citocromo c e, como consequência final, indução de 

apoptose (FLEISCHER; AYLLON; REBOLLO, 2002).  

Adicionalmente, em resposta a estímulos apoptóticos como o estresse térmico, a BAX 

é translocada para a membrana mitocondrial (BETTAIEB; AVERILL-BATES, 2005; 
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STANKIEWICZ et al., 2005) levando à abertura dos poros trans-membrânicos de 

permeabilização (QIAN et al., 2004; BETTAIEB; AVERILL-BATES, 2005; 

STANKIEWICZ et al., 2005) e a liberação do citocromo c (QIAN et al., 2004; BETTAIEB; 

AVERILL-BATES, 2005; WADA et al., 2005). Seguindo essa premissa, um estudo mostrou 

que a microinjeção de BAX recombinante em oócitos isolados induziu a apoptose, indicando 

que a elevação dos níveis citoplasmáticos de BAX desencadeia a apoptose em células 

germinativas femininas (MORITA et al., 2000). O envolvimento direto de moléculas de 

BCL2 na apoptose induzida por estresse térmico em oócitos bovinos ainda precisa ser 

determinado. 

 

 

4.4.2 Estresse térmico e mtDNA 

 

 

Além de sua função no desencadeamento da apoptose, as mitocôndrias desempenham 

papel essencial no metabolismo energético celular e homeostase. Em mamíferos, estas 

organelas são herdadas exclusivamente pelo oócito [revisado por Birky Jr (1994)] e são 

responsáveis por gerar, pela via da fosforilação oxidativa (OXPHOS), a maioria do ATP 

necessário para a realização dos processos biológicos dependentes de energia. Durante o 

desenvolvimento embrionário inicial, as mitocôndrias estão indiferenciadas e produzem 

baixos níveis de ATP (THOMPSON et al., 1996; KHURANA; NIEMANN, 2000). No 

momento da ativação do genoma embrionário, essa organela passa progressivamente por 

modificações estruturais e funcionais, além de gerar níveis mais altos de energia para manter a 

crescente demanda energética do embrião resultante da síntese de RNA e proteínas e da 

formação dos blastômeros (THOMPSON et al., 1996; KHURANA; NIEMANN, 2000). 

No entanto, apesar dessas funções, o número de mitocôndrias parece permanecer 

constante até o período pré-implantacional. Assim, o número de mitocôndrias nos oócitos 

deve ser suficiente para popular cada blastômero e suprir a necessidade de ATP requerida 

para a formação de blastocistos viáveis [revisado por Dumollard, Dunchen & Carroll (2007)].  

Segundo Wallace (2005), a mitocôndria é composta por cerca de 1.500 polipeptídios, 

sendo a maioria codificada pelo DNA nuclear (nDNA). Além disso, o nDNA codifica fatores 

de transcrição que coordenam a expressão desses peptídeos e de outros fatores que regulam a 

replicação, transcrição e tradução do mtDNA. No entanto, dos cerca de 80 polipeptídios 
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envolvidos na fosforilação oxidativa (OXPHOS), 13 são codificados na mitocôndria pelo 

mtDNA e compõem parte dos complexos enzimáticos mitocondriais I, III, IV e V 

responsáveis pela OXPHOS. O mtDNA também abriga 22 RNAs transportadores (tRNAs) e 2 

RNAs ribossômicos (rRNAs) que estão envolvidos no processo de tradução dos RNAs 

mensageiros (mRNAs) mitocondriais (LARSSON; CLAYTON, 1995). Devido à ausência de 

íntrons e de sequências não traduzidas nas extremidades 5’ e 3’ do DNA, o mtDNA dos 

mamíferos contém somente cerca de 16.500 pares de bases (LARSSON; CLAYTON, 1995). 

Ainda, a molécula de mtDNA possui formato circular e é organizada em um complexo 

núcleo-protéico conhecido como nucleóide (KUCEJ; BUTOW, 2007).  

A função mitocondrial depende de uma comunicação cadenciada entre o nDNA e as 

várias cópias do DNA de 16,5 kb contido na mitocôndria (mtDNA). Por outro lado, apesar de 

regulada por genes nucleares, a replicação do mtDNA não é dependente do ciclo celular 

(revisado por (SHADEL; CLAYTON, 1997). No entanto, a replicação do mtDNA é afetada 

pelos requerimentos energéticos da célula, uma vez que a quantidade de mtDNA está 

fortemente associada com a função mitocondrial (WILLIAMS, 1986; JENG et al., 2008). 

Então, o número de cópias de mtDNA pode variar de consideravelmente entre diferentes tipos 

celulares. Em contraste com o nDNA, existem centenas a milhares de cópias de mtDNA em 

cada célula e o número de cópias varia dependendo do metabolismo e do tipo celular. Células 

de elevada exigência energética (e.g. neurônios e células musculares) contém mais moléculas 

de mtDNA do que outras células (e.g. leucócitos e monócitos) com menor necessidade 

energética (WALLACE, 2005). O oócito, por exemplo, contém maior quantidade de mtDNA 

do que qualquer outra célula do organismo (MICHAELS; HAUSWIRTH; LAIPIS, 1982). Em 

média um oócito de bovino contém 370.000 (TAMASSIA et al., 2004a; MAY-PANLOUP et 

al., 2005a) cópias de mtDNA, cada uma delas presente individualmente nas mitocôndrias.  

 Grande quantidade de mitocôndrias é acumulada durante a oogênese enquanto o 

folículo cresce (CAO et al., 2007; ZENG et al., 2009), enfatizando a importância potencial do 

conteúdo de mtDNA  para o desenvolvimento embrionário inicial [revisado por Smith, 

Thundathil & Filion (2005) e May-Panloup et al. (2007)]. Apesar da grande quantidade de 

mtDNA no momento da ovulação (MICHAELS; HAUSWIRTH; LAIPIS, 1982), o número de 

cópias de mtDNA varia consideravelmente entre os oócitos de um mesmo animal 

(STEUERWALD et al., 2000; REYNIER et al., 2001; TAMASSIA et al., 2004a; MAY-

PANLOUP et al., 2005b; SANTOS; EL SHOURBAGY; ST. JOHN, 2006). Assim sendo, 

muito se tem especulado sobre uma possível correlação do número de cópias com o potencial 
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do oócito em se tornar um blastocisto competente a implantar-se no útero. Tal correlação tem 

sido evidenciada em humanos (REYNIER et al., 2001; MAY-PANLOUP et al., 2005a), 

suínos (EL SHOURBAGY et al., 2006) e bovinos (HUA et al., 2007). No entanto, inúmeras 

questões ainda existem a respeito do seu efeito tanto sobre o crescimento e maturação do 

oócito, assim como sobre o desenvolvimento embrionário (TAMASSIA et al., 2004a; MAY-

PANLOUP et al., 2005b). 

Embora se desconheçam as razões para tal variação no número de cópias de mtDNA 

nos oócitos, ou seu efeito no desenvolvimento do embrião, numerosos autores associaram o 

número de cópias de mtDNA à fertilidade em diversas espécies (REYNIER et al., 2001; 

MAY-PANLOUP et al., 2005a; EL SHOURBAGY et al., 2006; SANTOS; EL 

SHOURBAGY; ST. JOHN, 2006; HUA et al., 2007). Em uma recente sequência de estudos, 

Chiaratti et al. (2010) observaram que oócitos provenientes de folículos de menor diâmetro, 

que sabidamente são menos competentes para o desenvolvimento a blastocisto, contêm menos 

mtDNA do que aqueles originados de folículos maiores. No entanto, o número de cópias de 

mtDNA não variou em zigotos partenogenéticos competentes e incompetentes, indicando que 

o conteúdo de não estaria relacionado à competência de desenvolvimento inicial dos 

embriões. Em seguida, com o intuito de avaliar a importância do mtDNA no 

desenvolvimento, embriões de uma célula passaram por depleção de 64% de seu conteúdo de 

mtDNA por meio de centrifugação seguida de remoção da fração citoplasmática rica em 

mitocôndrias. Surpreendentemente, os embriões que passaram por tal depleção tiveram 

desenvolvimento normal a blastocisto e apresentaram número de cópias de mtDNA similar 

aos controles. No entanto, o desenvolvimento dos embriões que passaram por depleção foi 

acompanhado por aumento da expressão dos genes TFAM e NRF1, que sabidamente 

controlam a replicação e transcrição de mtDNA, indicando a habilidade intrínseca desses 

embriões em reestabelecer o conteúdo de mtDNA na fase de blastocisto. Assim, concluiu-se 

que embriões bovinos competentes são capazes de regular seu conteúdo de mtDNA na fase de 

blastocisto, independentemente do número de cópias acumuladas durante a oogênese. 

Uma vez que a função mitocondrial depende de polipeptídios codificados tanto pelo 

nDNA como pelo mtDNA (WALLACE, 2005), a expressão de subunidades codificadas por 

ambos os genomas deve ser rigorosamente coordenada (CLAYTON, 1998; GARESSE; 

VALLEJO, 2001). Diversos fatores regulam o metabolismo da célula, sendo o mais 

conhecido o co-ativador PPAR gama 1 (PPARGC1A) que é codificado pelo nDNA (KELLY, 

D. P.; SCARPULLA, 2004; SCARPULLA, 2008b; a). Em nível nuclear, o PPARGC1A 



R e v i s ã o  d e  L i t e r a t u r a   P á g i n a  | 42 

 

 

 

 

regula a expressão dos fatores de respiração nuclear 1 e 2 (NRF1 e NRF2) que, por sua vez, 

coordenam, também no núcleo, a expressão de polipeptídios da OXPHOS bem como fatores 

que controlam a replicação, transcrição e tradução do mtDNA (KELLY, D. P.; SCARPULLA, 

2004; SMITH; THUNDATHIL; FILION, 2005; SCARPULLA, 2008b; a). Em nível 

mitocondrial tanto a replicação como a transcrição do mtDNA são regulados por fatores 

importados pela mitocôndria que interagem com uma região específica do mtDNA conhecida 

por D-loop (LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYTON, 2000; KELLY, D. P.; 

SCARPULLA, 2004; SMITH; THUNDATHIL; FILION, 2005; SCARPULLA, 2008b; a). O 

fator de transcrição mitocondrial A (TFAM) é uma proteína codificada no núcleo que tem 

função de fator de empacotamento do mtDNA (FISHER et al., 1992) e fator de transcrição, 

promovendo e regulando a replicação e transcrição (CHANG; CLAYTON, 1984). O TFAM, 

os fatores de transcrição mitocondrial B1 e B2 e a RNA polimerase mitocondrial interagem 

com a D-loop e são responsáveis por iniciar a transcrição bidirecional do mtDNA. Estes 

mesmos fatores também regulam a replicação do mtDNA, pois a fita crescente de RNA serve 

como iniciador da replicação da fita pesada do mtDNA (LARSSON; CLAYTON, 1995; 

CLAYTON, 2000; 2003). A fita leve, por sua vez, tem sua replicação iniciada quando a 

replicação da fita pesada atinge a sua origem de replicação permitindo assim o acesso dos 

fatores de replicação (LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYTON, 2000; 2003). A replicação 

do mtDNA é conduzida por uma DNA polimerase específica (POLG) que também é 

codificada pelo núcleo. Com relação à transcrição, ambas as fitas do mtDNA são transcritas 

em duas fitas de RNA policistrônico que então são clivadas em mRNAs, tRNAs e rRNAs 

(LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYTON, 2000; GARESSE; VALLEJO, 2001; SMITH; 

THUNDATHIL; FILION, 2005). Os tRNAs e rRNAs são utilizados exclusivamente na 

tradução dos mRNAs codificados pelo mtDNA (LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYTON, 

2000). Apesar do controle nuclear da replicação e transcrição do mtDNA, estes eventos são 

independentes do ciclo celular e ocorrem de forma contínua na célula, mesmo em células 

recém-divididas (SHADEL; CLAYTON, 1997). 

Recentemente, o estresse tem sido associado com alterações na replicação do DNA 

mitocondrial (mtDNA). Em células de neuroblasma humano, por exemplo, a apoptose 

induzida por meta-anfetamina induziu redução no número de cópias de mtDNA (WU et al., 

2007).  

Nesse contexto, torna-se de fundamental importância conhecer o impacto do estresse 

térmico e outro tipos de estresse [como o possível estresse metabólico relatado em RS por 
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Kurykin et al (2011)] sobre o número de cópias de mtDNA e seu efeito na função reprodutiva 

de vacas da raça Holandesa, a fim de se alcançar melhores índices reprodutivos por meio da 

adaptação de novas biotécnicas de reprodução assistida nos rebanhos leiteiros. O estudo da 

expressão gênica e a quantificação de mtDNA poderão esclarecer se os problemas de 

fertilidade relacionados a diferentes condições climáticas e às vacas RS têm como base a 

qualidade oocitária. Dessa forma, buscar-se-á elucidar estas questões, com vista à expansão da 

aplicação comercial da OPU-PIVE para essa raça. 

 

 

4.4.3 Estresse térmico e heat shock proteins 

 

 

De forma geral, todos organismos desenvolvem mecanismos para sobreviver quando 

expostos a uma variedade de condições estressantes, dentre elas elevações na temperatura 

ambiental, que causam danos importantes nas estruturas celulares e interferem em suas 

funções essenciais (RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Como as proteínas 

possuem estreitas faixas de temperatura para estabilidade e função ótima, pequenas alterações 

térmicas podem causar grandes alterações em sua conformação como desnaturação, 

entrelaçamento ou agregação inespecífica. Muitos dos efeitos morfológicos e fenotípicos do 

estresse térmico podem ser explicados pela agregação de proteínas e um desbalanceamento da 

sua homeostase. Portanto, os autores previamente citados consideram razoável assumir que o 

acúmulo deletério de proteínas desnaturadas (não empacotadas) é o sinal para que as medidas 

de contenção sejam acionadas pelo organismo. É interessante, no entanto, que essa 

especulação implica no fato de a célula não reconhecer alterações na temperatura por si só e 

sim é sugestiva que a resposta ao estresse térmico seja disparada pela presença de proteínas 

desnaturadas resultantes do próprio estresse ou por diversos outros agentes estressores, como 

a oxidação, metais pesados e etanol (HEIKKILA et al., 1982; COURGEON; 

MAISONHAUTE; BEST-BELPOMME, 1984; YURA et al., 1984; MICHEL; STARKA, 

1986) 

O estresse térmico é deletério para a organização interna das células, uma vez que 

causa desnaturação de proteínas específicas (WELCH; SUHAN, 1985; SZALAY et al., 2007; 

TOIVOLA et al., 2010). Em eurariontes, um dos principais danos ocorre no citoesqueleto, 

alterando a organização dos filamentos de actina e tubulina (WELCH; SUHAN, 1985; 
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TOIVOLA et al., 2010), com consequente perda da correta localização de organelas e colapso 

dos processos de transporte intracelular. Quando há estresse térmico, ocorre a fragmentação 

do sistema complexo de Golgi e retículo endoplasmático, além de haver redução do número 

de mitocôndrias e lisossomos (WELCH; SUHAN, 1985). O desacoplamento da OXPHOS e a 

perda de mitocôndrias estão relacionados à dramática queda dos níveis de ATP durante o 

estresse térmico (LAMBOWITZ et al., 1983; PATRIARCA; MARESCA, 1990). Processos 

nucleares como splicing de RNA, alterações ribossomais, formação de grânulos de estresse 

(WELCH; SUHAN, 1985; NOVER; SCHARF; NEUMANN, 1989; VOGEL; PARSELL; 

LINDQUIST, 1995; BUCHAN; PARKER, 2009) também são afetados pelo estresse térmico. 

Adicionalmente, as membranas celulares podem ser severamente afetadas pelo estresse 

térmico. Nesse sentido, alterações na proporção de proteínas e lipídios pode levar a maior 

fluidez de membrana (KRUUV et al., 1983; VIGH et al., 2007), resultando em aumento de 

permeabilidade e, assim, alteração da homeostase (COOTE; COLE; JONES, 1991; PIPER et 

al., 2003). Todas essas alterações (citosol, núcleo e membrana) causam paralisação do ciclo 

celular e estagnação do crescimento e proliferação (ZEUTHEN, 1971; LINDQUIST, 1980; 

YOST; LINDQUIST, 1986). 

Em resposta ao estresse térmico (cuja principal consequência é a desnaturação 

proteica), as células ativam uma via sinalizadora primitiva que leva à expressão transitória de 

genes para a produção de proteínas de estresse ou choque térmico (heat shock ou heat stress 

proteins; Hsps). As Hsps possuem sofisticados mecanismos de proteção, sendo as chaperonas 

moleculares as Hsps mais conservadas. As chaperonas previnem a formação de agregados 

proteicos não específicos e auxiliam na aquisição da conformação nativa das proteínas 

(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Dependendo da duração e gravidade do 

estresse térmico, o acúmulo de defeitos pode resultar em morte celular. No entanto, se o 

estresse não for letal, este pode levar a tolerância celular a outros e mais severos agentes 

estressores. O aumento dos níveis de Hsps sintetizada em resposta a condições moderadas de 

estresse são a base para essa resistência (LINDQUIST, 1986). 

A classe predominante de Hsps, as chaperonas moleculares, compreende cinco 

famílias - Hsp100s, Hsp90s, Hsp70s, Hsp60s e sHsps (Hsps pequenas). Interessantemente, há 

uma constante necessidade de chaperonas para o empacotamento de proteínas de novo e 

reempacotamento de cadeias polipeptídicas que não estão em sua forma nativa (desnaturadas), 

uma vez que a estabilidade de proteínas celulares é baixa e agregados competem com o 

empacotamento produtivo mesmo em condições fisiológicas (GRAGEROV et al., 1991; 
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KERNER et al., 2005; MAYER, 2010). Em termos de nível de expressão gênica, parece 

óbvio que os genes que codificam chaperonas estejam entre os Hsps mais substancialmente 

upregulated. Como a maioria das chaperonas já estão presentes em altos níveis em condições 

fisiológicas, a necessidade massiva por chaperonas durante o estresse térmico reflete o fato de 

serem requeridas em grande quantidade em relação às proteínas desnaturadas (revisado por 

(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Assim, em situações de estresse, as 

chaperonas se tornam o principal constituinte proteico do citosol. A Hsp70 e 90 são expressas 

constitutivamente (presentes em altas concentrações no citosol) e também em presença de 

estresse térmico, quando passam por upregulation (WELCH; FERAMISCO, 1982). A Hsp70 

é a mais conservada das chaperonas. 



 

Dados publicados em Journal of Dairy Science 94(5):2383-92, 2011 
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5 JUSTIFICATIVA  

 

 

 O experimento proposto para esta tese de doutorado foi delineado para determinar se o 

comprometimento da eficiência reprodutiva de vacas Holandesas RS está relacionado com sua 

baixa competência oocitária e se o estresse térmico afeta mais severamente a reprodução 

destas vacas comparativamente a novilhas e vacas PL. Para tal, o estudo foi dividido em 

quatro capítulos: avaliações de campo, produção in vitro de embriões, análises biomoleculares 

e teste de concepção, distribuídos nos capítulos I, II, III e IV, respectivamente. As categorias 

novilha e vaca PL foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente, para a 

avaliação das RS. Sabe-se que novilhas têm alterações fisiológicas mais sutis ao estresse 

térmico, enquanto as vacas PL, por possuírem taxa metabólica mais elevada devido à 

produção de grandes volumes de leite, são mais susceptíveis aos problemas relacionados ao 

estresse térmico citados na revisão de literatura desta tese.  

No presente capítulo, a presença ou ausência de condição de estresse térmico a que os 

animais estavam expostos foi caracterizada com base no ITU. Variáveis diretamente ligadas 

aos animais (temperatura retal e subcutânea, frequência respiratória e número de folículos e 

oócitos totais e viáveis) foram estudadas para gerar indícios da ação do estresse térmico nas 

respostas clínicas, endócrinas e reprodutivas de vacas Holandesa RS, comparativamente a 

novilhas e vacas PL. Além disso, nesse capítulo estão relatados os procedimentos de OPU 

para a coleta dos oócitos que foram utilizados para as avaliações de desenvolvimento 

embrionário in vitro e para as avaliações biomoleculares descritas nos dois capítulos 

subsequentes.  
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

A condução do presente estudo está de acordo com os princípios éticos de 

experimentação animal da Comissão de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo (aprovado sob o protocolo de número 1571/2008). 

 

 

6.1 LOCAL E PERÍODO DE EXECUÇÃO 

 

 

O presente estudo foi realizado durante os meses de março de 2009 a março de 2010. 

Os animais pertenciam e estavam alojados na Fazenda Santa Rita (Agrindus S/A), município 

de Descalvado (21°54’14’’S 47°37’10’’O), e na Fazenda São Jorge (antiga Campestre), 

município de São Pedro (22°32’55’’S 47°54’50’’O), ambas no estado de São Paulo. A OPU 

foi realizada nas próprias fazendas, em parceria com a empresa Vida Reprodutiva 

Consultoria. 

 

 

6.2 ANIMAIS E INSTALAÇÕES 

 

 

 Os rebanhos das fazendas utilizadas nesse estudo (Agrindus e São Jorge, 

respectivamente) eram compostos de 1.800 e 400 vacas Holandesas em lactação, com 

produção média de 30,1 e 34,2kg de leite por dia. Duzentas e seis fêmeas bovinas cíclicas da 

raça Holandesa (B. taurus) foram utilizadas como doadoras de oócitos nessa etapa, sendo 67 

vacas RS, 69 vacas PL e 70 novilhas. Parte foi utilizada no verão (36 RS, 37 PL e 36 

novilhas) e parte no inverno (31 RS, 32 PL e 34 novilhas).  

Para a inclusão dos animais em ambas as etapas do experimento, foram respeitados 

critérios de seleção de acordo com sua categoria, incluindo escore de condição corporal 

(ECC), idade (novilhas), produção leiteira, dias em lactação (DEL) e número de eventos 

reprodutivos. Assim, as novilhas utilizadas tinham de 13,5 a 21 meses, nenhuma inseminação 

prévia e ECC entre 2,75 e 3,5. As vacas PL apresentavam 46 a 153 DEL, produção diária de 
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leite mínima de 30 kg, no máximo duas inseminações e ECC entre 2,5 e 3,25. Já as vacas RS 

apresentavam mais do que quatro serviços, DEL acima de 220 e ECC entre 2,75 e 3,75. 

Quanto ao alojamento e a alimentação dos animais, o manejo já estabelecido nas 

propriedades em que foi realizado o experimento foi mantido, sendo que fêmeas em lactação 

(PL e RS) foram mantidas em freestalls (baias de estabulação livre) com acesso a um piquete 

adjacente com pastagem e água ad libitum e novilhas foram alojadas em piquetes com áreas 

de sombreamento, pastagem e água ad libitum. A ração total foi formulada para alcançar ou 

exceder os requerimentos nutricionais mínimos para cada categoria: novilhas (14% PB, 

26,7% FDA e 47% FDN) e vacas Holandesas em lactação (18% PB, 21,2% FDA e 34,4% 

FDN) pesando 650 kg e produzindo 45 kg de leite com gordura corrigida para 3,5% quando 

consumindo 26 kg de MS/d (NRC, 2001). As vacas em lactação foram ordenhadas três vezes 

ao dia, com intervalo médio de oito horas entre duas ordenhas consecutivas. 

 

 

6.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

O presente experimento foi delineado em fatorial 3 X 2 (categoria da fêmea x estação 

do ano). Fêmeas das três categorias foram submetidas à OPU em cada estação proposta, em 

ambas as fazendas descritas acima. Para tal, foram realizadas três réplicas consecutivas em 

cada estação, com diferentes animais em cada. A escolha das épocas do ano foi baseada em 

uma análise retrospectiva do comportamento da temperatura e umidade diárias registradas nas 

estações meteorológicas das fazendas durante os nove anos anteriores (2000 a 2009). Assim, 

os três meses consecutivos de maior temperatura e umidade (estresse térmico) e de 

temperatura mais amena foram selecionados. As seções de OPU foram realizadas no terceiro 

mês de cada período selecionado, visando retratar não somente o estresse térmico ou sua 

ausência de forma aguda, mas também seu efeito crônico.  

 

 

6.4 SINCRONIZAÇÃO DA NOVA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR 

 

 

 Somente fêmeas cíclicas (duas avaliações dos ovários com intervalo de 15 dias antes 

do início do protocolo de sincronização) foram utilizadas. Para sincronizar a emergência da 
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onda folicular, todas as fêmeas receberam em dia aleatório do ciclo estral (D0), um implante 

auricular de 3 mg de norgestomet (Crestar®, MSD Saúde Animal, Brasil) concomitante à 

administração 2 mg de BE (Sincrodiol®, OuroFino Saúde Animal, Brasil), 50 mg de 

progesterona injetável (OuroFino Saúde Animal, Brasil) e 500 µg de cloprostenol sódico 

(prostaglandina F2α; PGF2α; Sincrocio®, OuroFino Saúde Animal, Brasil) i.m.. O implante foi 

removido no D5, imediatamente antes da realização da OPU (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1 -  Desenho esquemático do delineamento experimental. Sincronização da emergência de 
onda folicular, monitoramento das variáveis fisiológicas (temperatura retal – TR, 
temperatura de superfície cutânea – TC e freqüência respiratória – FR), momento da 
avaliação ultrassonográfica dos ovários (US) e ovum pick up (OPU). Águas de São Pedro 
e Descalvado, 2009 a 2010 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

BE = benzoato de estradiol; PGF2α = prostaglandina F2α; P4 = progesterona; OPU = ovum pick up; TR 
= temperatura retal; TC = temperatura de superfície cutânea; FR = frequência respiratória. 
 

 

6.5 MONITORAMENTO CLIMÁTICO E ÍNDICE DE TEMPERATURA E UMIDADE 

 

 

Diariamente, durante todo o período experimental de ambas as estações do ano, a 

temperatura ambiental (temperatura do bulbo seco; TBS) e a umidade relativa do ar (UR) 

foram devidamente registradas em estações meteorológicas instaladas nas propriedades. O 

índice de temperatura e umidade (ITU) foi calculado em cada período experimental, 

utilizando-se a seguinte fórmula, citada por Kelly & Bond (1971): 

 

ITU = TBS – 0,55 (1 – UR) (TBS – 58) 

Onde:      ITU = índice de temperatura e umidade, adimensional 

TBS = temperatura do bulbo seco em graus Fahrenheit (°C/5=°F-32/9) 

UR = umidade relativa do ar expressa em valor decimal 

TR, TC, FR US, TR, TC, FR 

BE (2mg) +  
PGF2α + 

P4 (50 mg)  OPU 

D5 D0 

Norgestomet 
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Para esse cálculo, foi utilizada a média da TBS e da UR de cada período experimental. A 

classificação do estresse térmico de acordo com a variação do ITU foi proposta por 

Armstrong (1994) e está apresentada no anexo A dessa tese. 

  

 

6.6 AVALIAÇÃO DAS VARIÁVEIS CLÍNICAS 

 

 

As variáveis clínicas como temperatura retal (TR), temperatura de superfície cutânea 

(TC) e frequência respiratória (FR) foram monitoradas no D0 e no D5 do protocolo em todos 

os animais, previamente a realização de qualquer manejo reprodutivo (Figura 1).  Os exames 

foram realizados com os animais na sombra e com o mínimo manejo e contenção possíveis.  

A TR foi obtida com um termômetro clínico digital inserido aproximadamente cinco 

centímetros em contato direto com a mucosa retal. A FR (número de movimentos 

respiratórios/minuto) foi mensurada pela contagem do número de movimentos respiratórios 

no flanco do animal em um período cronometrado de 15 segundos e sua multiplicação por 

quatro. Esse procedimento foi realizado duas vezes seguidas para cada animal e a média das 

duas contagens foi considerada. A TC (em °C) foi medida com um termômetro infravermelho 

digital portátil, marca Incoterm®, modelo Mult Temp Portátil, com mira a laser. As medidas 

foram tomadas a aproximadamente cinco cm do animal em quatro pontos do corpo: fronte, 

cernelha, virilha e jarrete (conforme descrito por Torres-Júnior et al., 2008), obtendo-se ao 

final a média dos quatro pontos por animal. 

 

 

6.7 AVALIAÇÕES ULTRASSONOGRÁFICAS 

 

 

Todos os animais passaram por exames ultrassonográficos (Aloka SSD – 500) no final 

do protocolo de sincronização da onda folicular (D5) para a contagem e classificação dos 

folículos ovarianos (Figura 1). Os folículos foram classificados em três categorias: < 5 mm, 5 

a 10 mm e >10 mm. 
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6.8 ASPIRAÇÃO FOLICULAR GUIADA POR ULTRASSONOGRAFIA (OPU) 

 

 

Os animais foram contidos em um brete e submetidos à anestesia epidural realizada no 

espaço sacrococcígeo (entre a última vértebra sacral e primeira coccígea) utilizando 3,0 

(novilhas) a 5,0 mL (vacas) de lidocaína a 2% sem vasoconstritor (Anestésico L, Pearson). 

Após a perda dos reflexos da cauda, esta foi presa e procedeu-se a remoção manual das fezes 

da ampola retal e higienização mecânica da região perineal com água e secagem com papel 

toalha. A vulva também foi cuidadosamente higienizada, tomando-se o cuidado de não 

permitir a entrada de água dentro do canal vaginal. 

Em seguida, a probe microconvexa com frequência 5,0 MHz (Aloka SSD – 500) foi 

introduzida até o fundo de saco da vagina com o auxílio de uma guia de aspiração folicular 

(Guia de aspiração folicular, WTA, Brasil). Previamente às aspirações, os folículos de ambos 

os ovários foram contados e classificados conforme descrito no item anterior. As punções 

foliculares foram realizadas com um sistema com agulha descartável 40 x 10 mm (19 G, B-D) 

acoplado a linha de aspiração de teflon de 1,7 mm de diâmetro e 80 cm de comprimento 

(WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada) e inserido na guia de aspiração folicular. Todo o 

sistema de aspiração foi submetido à pressão negativa entre 10 a 20 mL de água/minuto (70 a 

90 mmHg) produzida por uma bomba de vácuo com aquecedor de tubo de 50 mL (WTA, 

Cravinhos, SP, Brasil). 

O sistema de aspiração foi lavado com solução de PBS (Nutricel®) adicionada de 

heparina sódica (5.000 UI/L, Parinex, Hypolabor) e 1% de soro fetal bovino (SFB; 

Nutricell). Esta solução (aquecida a 37 ºC) foi também empregada na procura e seleção dos 

oócitos aspirados. Os folículos visíveis (≥ 2 mm) foram puncionados e o fluido contendo os 

oócitos foi colhido em tubo cônico de 50 mL (Corning), mantido a 37ºC. O tubo de coleta foi 

conduzido ao laboratório de campo e o conteúdo aspirado foi vertido em filtro de coleta de 

embriões com malha de 80 µm (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) e lavado com o mesmo meio 

descrito anteriormente até obtenção de um líquido translúcido, com o sedimento contendo os 

oócitos recuperados. Em seguida, o conteúdo do filtro foi vertido em placas de cultivo celular 

100 x 20 mm contendo DPBS acrescido de 1% de SFB a 37 °C para a realização da procura, 

lavagem, classificação e seleção dos CCOs com auxílio de lupa estéreo microscópica (Nikon) 

com aumento de 50X.  

Os CCOs foram morfologicamente classificados como viáveis ou inviáveis de acordo 

com as características citoplasmáticas do oócito e o número de camadas de células do 



M a t e r i a i s  e  M é t o d o s   P á g i n a  | 53 

 

 

53

cumulus. CCOs compactos com mais de três camadas de células do cumulus e oócitos com 

citoplasma homogêneo, CCOs compactos com três camadas ou menos de células do cumulus 

e oócitos com citoplasma levemente heterogêneo, e CCOs parcialmente desnudos e oócitos 

com citoplasma heterogêneo foram considerados viáveis para a PIVE e utilizados nesse 

estudo. Oócitos desnudos ou degenerados, oócitos desprovidos de células do cumulus na 

maior parte da superfície da zona pelúcida ou com citoplasma retraído e vacuolizado, e CCOs 

com células do cumulus expandidas foram considerados inviáveis para a PIVE (WRIGHT, 

1998) e descartados desse estudo. 

Cerca de 80% dos CCOs selecionados como viáveis foram acondicionados em 

criotubos plásticos de 1,5 mL (Corning) contendo meio TCM-199 (acrescido de 25 mM de 

HEPES, 10% de SFB, 49,4 µg/mL de Piruvato, 100 UI/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de 

estreptomicina) e mantidos em uma transportadora de oócitos a 35°C até a chegada ao 

laboratório de PIVE. Os oócitos destinados às análises de biologia molecular 

(aproximadamente 20% dos viáveis) foram desnudados das células do cumulus por agitação 

(vórtex) em 1 µL de PBS contendo 0,1% de polivinil-pirrolidina (PVP) e colocados 

individualmente em tubos de 0,2 mL em PBS contendo 0,1% de PVP e 1 U/µL de inibidor de 

RNase (RNase OUT; Invitrogen). As amostras foram estocadas à -80 °C até seu uso.  

 

 

6.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os testes de normalidade dos resíduos e homogeneidade das variâncias foram 

realizados utilizando o Guide Data Analysis do SAS. Dados que não preencheram os 

pressupostos para a análise de variância (ANOVA) foram transformados. As variáveis 

contínuas ou discretas (TBS, UR, ITU, FR, TR, TC, número de oócitos totais, número de 

oócitos viáveis) foram analisadas por ANOVA, usando o procedimento GLIMMIX do SAS, 

versão 9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC).  

Na avaliação dos dados ambientais (TBS, UR e ITU) as variáveis incluídas no modelo 

inicial foram estação, fazenda e as suas interações. Na avaliação dos dados relacionados aos 

animais, as variáveis incluídas no modelo inicial foram categoria, fazenda, estação, ECC e as 

suas interações. Para o modelo final de regressão logística, variáveis foram removidas com 

base nos critérios estatísticos de Wald por eliminação backward quando P > 0.20. As 

variáveis incluídas no modelo final estão apresentadas no quadro 1.1. 
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Diferenças com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas 

significativas. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). 

 
 
Quadro 1.1 -  Variáveis analisadas e incluídas modelo estatístico final utilizado 

Item avaliado Variáveis incluídas no modelo final 

Temperatura de bulbo seco (TBS) Estação 

Umidade relativa do ar (UR) Estação 

Índice de temperatura e umidade (ITU) Estação 

Número de lactações Categoria e estação 

Dias em lactação (DEL) Categoria e estação 

Produção de leite Categoria e estação 

Número de serviços prévios Categoria e estação 

Escore de condição corporal (ECC) Categoria e estação 

Frequência respiratória (FR) Categoria, estação e ECC 

Temperatura retal (TR) na etapa 1 Categoria, estação e ECC 

Temperatura de superfície cutânea (TC) Categoria, estação e ECC 

Número de oócitos totais Categoria, estação e ECC 

Número de oócitos viáveis Categoria, estação e ECC 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

A escolha dos meses de verão e inverno que foram utilizados no presente experimento 

se baseou no estudo retrospectivo das variáveis climáticas (umidade relativa do ar e 

temperatura ambiental) diárias dos últimos nove anos anteriores ao experimento nas duas 

fazendas. O perfil anual dessas variáveis está ilustrado na figura 1.2. 

 
 
Figura 1.2 -  Umidade relativa do ar mensal (a) e temperatura ambiental média mensal (b) registradas 

nas estações meteorológicas das duas fazendas utilizadas. As médias são referentes aos 
anos de 2000 a 2009. As setas indicam os meses escolhidos como verão (alta temperatura 
e umidade crônica) e inverno (baixa temperatura e umidade crônica). Águas de São 
Pedro e Descalvado, 2009 a 2010 

 

 

 

Os meses de maior temperatura e umidade (estresse térmico) e de temperatura mais 

amena foram detectados e optou-se por realizar o estudo em momentos em que as fêmeas 

houvessem passado por pelo menos dois meses anteriores de estresse térmico (estresse 

crônico) e pelo menos dois meses após a queda da temperatura ter iniciado. As seções de 

OPU foram realizadas nos meses de março e agosto, visando retratar não somente o estresse 

térmico ou sua ausência de forma aguda, mas também seu efeito crônico ou de longo prazo. 

As temperaturas ambientais e a umidade relativa do ar máxima, mínima e média durante o 

verão e o inverno estão apresentadas na tabela 1.1. O ITU para cada uma dessas situações foi 

calculado e também está apresentado nesta tabela. 
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Tabela 1.1 -  Temperatura de bulbo seco (TBS), umidade relativa do ar (UR) e índice de temperatura e umidade (ITU) a que foram submetidas vacas 

repetidoras de serviço (RS), vacas próximas ao pico de lactação (PL) e novilhas da raça Holandesas durante março (verão) e o agosto (inverno). 
Águas de São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010 

Variável 
Média  Mínima  Máxima 

Verão Inverno Valor P  Verão Inverno Valor P  Verão Inverno Valor P 

TBS (ºC) 28,8 ± 0,9a 21,7 ± 0,2b <0,001 
 

18,5 ± 0,3 14,4 ± 0,4 <0,001 
 

39,1 ± 0,1 28,9 ± 0,1 <0,001 

UR (%) 61,0 ± 0,02a 53,9 ± 0,03b 0,04  - - -  - - - 

ITU 78,4 ± 0,5a 67,8 ± 0,4b <0,001 
 

63,9 ± 0,5 58,1 ± 0,6 <0,001 
 

92,9 ± 0,4 77,5 ± 0,5 <0,001 

 ITU = TBS – 0,55 (1 – UR) (TBS – 58), sendo TBS em graus Fahrenheit. O ITU foi calculado utilizando a UR média de cada estação.  
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A aferição das condições ambientais foi indicativa que a temperatura e a umidade 

foram aumentadas durante o verão, atingindo valores acima dos limites estabelecidos como 

padrão de conforto térmico em bovinos taurinos. Os valores de ITU calculados corroboram 

essa premissa. Quando o ITU foi calculado com base nos valores médios de temperatura e 

umidade, demonstrou-se que os animais estavam sob condição de estresse térmico ambiental 

durante o verão. No entanto, situação ainda mais critica é observada quando a temperatura 

máxima atingida no verão é considerada, evidenciando situação de estresse térmico severo, 

segundo o ITU (anexo 1) estabelecido por Armstrong (1994).  

Não houve interação entre fazendas e categorias e entre réplicas e categorias para 

nenhuma variável analisada. Na tabela 1.2 estão apresentadas as variáveis produtivas e 

reprodutivas de vacas (PL e RS) e novilhas Holandesas avaliadas em cada fazenda. 

 

Tabela 1.2 -  Variáveis produtivas e reprodutivas das vacas (repetidoras de serviço – RS e próximas 
ao pico de lactação – PL) e novilhas Holandesas utilizadas em cada fazenda (Fazenda 
Agrindus = Faz. Ag; Fazenda São Jorge = Faz. SJ). Águas de São Pedro e Descalvado, 
2009 a 2010 

 Novilhas PL RS 

 Faz. Ag Faz. SJ Faz. Ag Faz. SJ Faz. Ag Faz. SJ 

DEL  0 0 119,1 ± 3,6 85,5 ± 7,8 446,5 ± 19,4 368,9 ± 35,6 

Produção de leite (kg) 0 0 34,1 ± 0,9 34,9 ± 1,4 22,1 ± 1,1 26,2 ± 1,2 

Serviços prévios (n) 0 0 0,8 ± 0,1 0,4 ± 0,2 7,5 ± 0,3 6,2 ± 0,5 

Lactações prévias (n) 0 0 2,4 ± 0,2 2,3 ± 0,2 2,1 ± 0,2 1,9 ± 0,3 

ECC 3,1 ± 0,1 3,2 ± 0,1 2,7 ± 0,1 2,9 ± 0,1 3,1 ± 0,1 3,3 ± 0,1 

Valores apresentados como médias ± E.P.M. para cada fazenda 

 

As novilhas utilizadas nesse estudo estavam cíclicas e tinham de 13,5 a 21 meses, 

nenhuma inseminação prévia e ECC entre 2,75 e 3,5. As vacas PL apresentavam 46 a 153 

DEL, produção diária de leite mínima de 30 Kg, no máximo duas inseminações e ECC entre 

2,5 e 3,25. Já as vacas RS apresentavam mais do que quatro serviços, DEL acima de 220 e 

ECC entre 2,75 e 3,75. 

Novilhas e vacas apresentaram semelhante FR e TR durante o inverno. No entanto, 

somente as novilhas foram capazes de manter semelhante FR e TR no verão e inverno 

(interação categoria-estação: P < 0,0001). As vacas de ambas as categorias (PL e RS) tiveram 

a FR e a TR aumentadas durante o verão comparadas as mesmas categorias no inverno (P < 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s ã o   P á g i n a  | 58 

 

 

58

0,0001) e comparadas a novilhas no verão (P < 0,0001; Figura 1.3). Esses dados evidenciam 

resposta fisiológica mais exacerbada ao estresse térmico (ITU médio de 78,4 ± 0,4) em vacas 

em lactação em comparação a novilhas.  

 

Figura 1.3 -  (A) Frequência respiratória (movimentos/min) e (B) temperatura retal (°C) de novilhas 
(Nov), vacas em pico de lactação (PL) e repetidoras de serviço (RS) da raça Holandesa, 
durante o verão e o inverno. Diferença de médias (± E.P.M.) na mesma estação (a ≠ b) e 
na mesma categoria (*). Águas de São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010 

 

 

 

Segundo Baccari Jr. et al. (2001)  os bovinos manifestam sinais de hipertermia quando 

apresentam acima de 60 movimentos respiratórios por minuto, confirmando a situação de 

estresse térmico das vacas do presente estudo durante o verão (> 70 movimentos respiratórios 

por minuto). Complementarmente, as vacas desse estudo apresentaram aumento de 0,55°C 

(PL) e 0,7°C (RB) na TR entre o inverno e o verão, o que já pode ser suficiente para 

comprometer a qualidade oocitária (GWAZDAUSKAS; THATCHER; WILCOX, 1973; AL-

KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Esses autores observaram que a elevação 

de 0,5ºC na TR foi suficiente para comprometer a competência oocitária in vitro e in vivo, 

respectivamente.  É importante ressaltar que a TR das vacas foi mensurada no período da 

manhã, previamente à OPU, momento no qual sua temperatura corporal está mais baixa em 

relação ao período da tarde. O aumento médio de 1 a 2,3ºC na TR foi observado no turno da 

tarde em relação ao da manhã em animais B. indicus submetidos a estresse térmico contínuo 

durante esses períodos (BEATTY et al., 2006; TORRES-JUNIOR et al., 2008). 

Vacas em lactação de alta produção são particularmente sensíveis à elevação da 

temperatura ambiental, uma vez que a alta taxa metabólica resultante da síntese de leite é 
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proporcional ao nível de produção leiteira. De fato, quando a produção diária de leite é 

aumentada de 35 para 45 litros, a sensibilidade ao estresse térmico aumenta e a temperatura 

de termoneutralidade é reduzida em 5ºC (BERMAN, 2005). Esse aumento de sensibilidade 

parece estar associado à produção extra de calor decorrente da produção adicional de leite. 

Por exemplo, vacas que produzem 18,5 e 31,6 kg de leite/dia geram 27,3% e 48,5% a mais de 

calor a mais, respectivamente, do que vacas não lactantes (PURWANTO et al., 1990). Além 

disso, uma vaca que pesa 700 kg e produz 60 kg de leite/dia produz cerca de 44.171 kcal de 

calor/dia; a mesma vaca reduz essa produção de calor para 25.782 kcal/dia no final da 

lactação, quando produz 20 kg de leite/dia (NARDONE et al., 2006). 

Com base nesses dados, esperar-se ia que vacas PL (produção média próxima a 34,5 

kg de leite/dia) fossem menos termotolerantes do que as vacas RS (produção média próxima a 

24,0 kg de leite/dia) desse estudo, sofrendo mais variações na TR, TC e FR, uma vez que a 

produção de leite das primeiras era superior a das segundas. No entanto, não foi observada 

diferença entre essas variáveis clínicas das duas categorias de vacas estudadas, as quais 

diferiram apenas das novilhas, confirmando a hipótese inicial do presente estudo. Assim, 

parece evidente que vacas RS tenham algum fator extra que determine que sua sensibilidade 

ao estresse térmico seja a mesma de vacas de maior produção de leite (PL). Esse fator pode 

estar relacionado a problemas no periparto (BONNEVILLE-HEBERT et al., 2011), alterações 

na concentração de metabólitos sanguíneos (KURYKIN et al., 2011) ou a sua condição 

corporal e nutricional (SALES, 2011). É importante ressaltar que nesse estudo, as RS 

ingeriram mesma dieta que as vacas PL, o que supera sua necessidade de energia para 

mantença, tornando-as mais gordas e, provavelmente, causando alterações metabólicas como 

o quadro de resistência à insulina que pode causar prejuízos reprodutivos, dentre os quais a 

redução da qualidade oocitária (SALES, 2011). 

Quando a TC foi analisada, houve interação entre categoria e estação do ano (P = 

0,05; Figura 1.4). As três categorias apresentaram aumento (P < 0,0001) na TC durante o 

verão, mas este sempre foi inferior (P < 0,001) nas novilhas em relação às vacas, 

independentemente da estação. Como a temperatura ambiental máxima durante o verão 

atingiu 35°C, era esperado que houvesse aumento da temperatura cutânea em todas as 

categorias, uma vez que essa passa a ser a principal fonte de perda de calor. Essa afirmativa se 

baseia em estudo (MAIA; DASILVA; BATTISTON LOUREIRO, 2005) com vacas 

Holandesas no qual foi demonstrado que a perda de calor por evaporação cutânea é 

responsável por 20 a 30% da perda total de calor quando a temperatura ambiental varia de 10 
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a 20°C, subindo para aproximadamente 85% quando a temperatura do ar está acima de 30°C. 

O restante das perdas ocorre basicamente por evaporação respiratória.  

 

Figura 1.4 -  Temperatura cutânea (°C) de novilhas (Nov), vacas em pico de lactação (PL) e 
repetidoras de serviço (RS) da raça Holandesa, durante o verão e o inverno. Diferença de 
médias (± E.P.M.) na mesma estação (a ≠ b) e na mesma categoria (*). Águas de São 
Pedro e Descalvado, 2009 a 2010 

 

 

 

Em concordância com o aumento de FR e TR, tanto as vacas RS quanto PL do 

presente estudo apresentaram aumento da TC durante o verão. As novilhas, apesar da 

capacidade de manter sua FR e TR semelhantes durante ambas as estações, não foram capazes 

de manter a TC constante, apresentando aumento desse parâmetro clínico durante o verão 

(como as vacas). É sabido que a resposta fisiológica clássica ao aumento da temperatura 

corporal é a redistribuição do sangue, aumentando o fluxo sanguíneo para a pele 

(CHOSHNIAK et al., 1982), órgão responsável por cerca de 85% da perda de calor total 

(forma evaporativa) quando a temperatura ambiente ultrapassa 30ºC (MAIA; DASILVA; 

BATTISTON LOUREIRO, 2005). Essa alteração do fluxo sanguíneo em resposta ao estresse 

térmico ocorre em poucos minutos (KAMIJO; LEE; MACK, 2005) e tem como objetivo 

aumentar a perda de calor pela pele. No entanto, o aumento do fluxo sanguíneo para a 

periferia visando à termorregulação promove consequente redução do fluxo sanguíneo para os 

órgãos internos, incluindo àqueles que compõem o trato reprodutivo (como útero, ovários, 

cérvix e oviduto; (ROMAN-PONCE et al., 1978; LUBLIN; WOLFENSON, 1996). Em 
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coelhas em estresse térmico, por exemplo, houve redução de 20 a 30% do fluxo sanguíneo 

para o ovário, oviduto e cérvix enquanto o fluxo para a vagina aumentou em 40% (LUBLIN; 

WOLFENSON, 1996). Portanto, o aumento da TC pode refletir um estado de estresse térmico 

(inclusive nas novilhas) e é, provavelmente, consequência da redistribuição do fluxo 

sanguíneo para a pele visando à termorregulação. 

Outros estudos são indicativos que vacas de leite são capazes de manter sua 

temperatura corporal normal até que a TC exceda 35°C (POLLARD et al., 2005). Acima 

dessa temperatura, as vacas começam a reter o calor e a temperatura retal aumenta. Quando 

isso ocorre, o sistema de resposta ao estresse térmico é ativado, havendo rápido aumento da 

ativação de mecanismos evaporativos para a perda de calor (BERMAN, 2005; COLLIER et 

al., 2008). No presente estudo, no entanto, vacas com TC entre 33 e 34ºC já apresentaram 

elevação da TR e a ativação de outros mecanismos evaporativos de perda de calor, como a 

elevação da FR. Nas novilhas, apesar do aumento da TC no verão (ativação de mecanismos 

evaporativos de perda de calor pela pele), essa não superou 32ºC, o que não deve ter sido 

suficiente para aumentar a TR e a FR desses animais. Essa hipótese é fortalecida pela análise 

de correlação entre as três variáveis clínicas em questão. Em novilhas, não houve correlação 

entre TC e TR (r = 3,7; P = 0,76) e a correlação entre TC e FR foi muito baixa (r = 36,2; P = 

0,002). Ao contrário, em vacas RS e PL houve alta correlação entre TC e TR (r = 77,3; P < 

0,0001); TC e FR (59,6; P< 0,0001) e TR e FR (r = 70,3; P< 0,0001), apoiando a premissa 

que o aumento da TC dessas categorias seja suficiente para desencadear o aumento da TR e 

da FR. Essas correlações, no entanto, foram sempre maiores nas vacas PL em relação as RS 

(TC e TR: r = 80,4 e P < 0,0001 vs r = 72,5 e P < 0,0001; TC e FR: r = 62,9 e P < 0,0001 vs r 

= 55,7 e P < 0,0001), o que pode estar relacionado a sua mais alta produção de calor 

metabólico proporcional a produção leiteira, conforme discutido anteriormente (BERMAN et 

al., 1985; BERMAN, 2005). 

 Em suma, durante o verão as variáveis fisiológicas mensuradas de vacas RS e PL 

foram mais afetadas do que as de novilhas. Semelhante comportamento foi observado em um 

estudo prévio (SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002) no qual novilhas e vacas em lactação 

tiveram sua temperatura retal monitorada durante seis dias consecutivos no verão (entre a IA e 

a coleta de embriões). Nesse estudo, equações de regressão para a comparação da temperatura 

corporal à temperatura ambiental (entre 20 e 33°C, no momento da aferição da TR) foram 

estimadas utilizando-se dados de temperatura coletados de novilhas (n = 654 observações) e 

vacas (n = 575 observações). As vacas em lactação tiveram aumento da temperatura corporal 

mais intenso do que as novilhas em resposta ao mesmo aumento da temperatura ambiental. 
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Essa diferença de respostas à elevação de temperatura do verão provavelmente está 

relacionada com a reduzida capacidade termorregulatória das vacas lactantes, que por sua vez 

deve estar relacionada à alta taxa metabólica (alta produção de calor metabólico) associada à 

produção de leite.  

 O número de folículos visualizados no presente estudo (Figura 1.5) foi inferior ao 

relatado em dois estudos prévios conduzidos no Brasil com novilhas [22,1 ± 1,3; (GIMENES, 

2010)] e vacas Holandesas não-lactantes [24,2 ± 1,1; (SALES, 2011)]. No entanto, no estudo 

de Sales (2011), como havia necessidade de se coletar quantidade suficiente de oócitos para as 

análises propostas, vacas com maior número de folículos visualizados foram selecionadas por 

avaliação ultrassonográfica para compor os grupos experimentais. Essa seleção pode ter 

influenciado o número de folículos visualizados, em função da alta repetitividade e 

previsibilidade na população folicular (BONI et al., 1997), o que pode justificar parcialmente 

a diferença entre os resultados desse experimento e outros dados da literatura, incluindo o 

presente estudo. 

 

Figura 1.5 -  Número de folículos visualizados nos ovários de novilhas (Nov), vacas em pico de 
lactação (PL) e repetidoras de serviço (RS) da raça Holandesa, durante o verão e o 
inverno. Diferença de médias (± E.P.M.) na mesma estação (a ≠ b) e na mesma categoria 
(*). Águas de São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010  
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Diferentemente do que foi previamente observado, no presente estudo o estresse 

térmico reduziu a quantidade de folículos visualizados nos ovários de vacas. No entanto, 

novilhas apresentaram semelhante população folicular em ambas as estações (Figura 7). 

Autores relataram que o número de folículos > 3 mm (TORRES-JUNIOR et al., 2008) ou de 3 

a 5 mm (ROTH et al., 2000; ROTH et al., 2001a) não foi afetado pelo estresse calórico agudo 

em curto ou longo prazo. Putney et al. (1989) também não observaram diminuição no número 

de folículos ovulatórios (9,0±1,4) em animais superestimulados submetidos a estresse calórico 

agudo (42ºC/ 75%UR). No entanto, nesses estudos prévios os animais foram expostos a 

estresse térmico agudo, diferentemente da condição de estresse crônico a que as fêmeas do 

presente estudo estavam submetidas, o que pode explicar a diferença entre os resultados. 

A aclimatação é um processo pelo qual os animais se adaptam a diferentes condições 

ambientais através de alterações comportamentais, hormonais e metabólicas que caracterizam 

os mecanismos homeoréticos utilizados por esses animais para sobreviverem em um novo 

“estado fisiológico”. A alteração no perfil hormonal normalmente ocorre devido ao declínio e 

aumento dos hormônios anabólicos e catabólicos, respectivamente. Vacas de leite em balanço 

energético positivo possuem o eixo somatotrófico “acoplado” (coupled), o que é definido pela 

eficiente síntese e secreção de IGF-I (fator de crescimento semelhante à insulina tipo I) 

dependente de GH (hormônio de crescimento) pelo fígado, em resposta ao GH pituitário ou 

exógeno (BAUMAN; VERNON, 1993). No entanto, durante os períodos de balanço 

energético negativo (BEN), a concentração circulante de GH aumenta e a concentração de 

IGF-I plasmática cai, tornando a produção de IGF-I hepático em resposta ao GH exógeno 

insignificante (BAUMAN; VERNON, 1993). Esses dados são indicativos que o eixo 

somatotrófico se torna “desacoplado” (uncoupled) durante o BEN (BAUMAN; VERNON, 

1993), situação normalmente encontrada nas vacas em início e pico de lactação.  

Sabe-se que a IGF-I pode influenciar o número de folículos recrutados, o que é 

bastante evidente quando se administra bST tanto em vacas de corte (BURATINI et al., 2000) 

quanto de leite (GONG et al., 1997; KIRBY et al., 1997; CARRIQUIRY et al., 2009b). 

Portanto, no presente estudo, o maior número de folículos ovarianos observados durante o 

inverno nas vacas RS em relação às PL pode estar associado a sua condição de balanço 

energético positivo e a produção de IGF-I. Nas vacas PL, a redução dos níveis circulantes de 

IGF-I frente ao BEN possivelmente levou a redução da população folicular. É importante 

destacar que ambas as categorias de vacas estavam recebendo bST rotineiramente a cada 12 

dias, o que pode ter gerado um fator de confundimento. Ou seja, o elevado número de 

folículos ovarianos observado em vacas RS durante o inverno deve ter influência da 
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administração de bST, as quais encontram-se em balanço energético positivo e são, portanto, 

mais responsivas a esse hormônio. Em vacas em início de lactação foi detectado potencial 

papel homeorético do FGF-21 via desacoplamento do eixo somatotrofina-IGF, o qual não foi 

alterado pela bST (CARRIQUIRY et al., 2009a). Com base nessa informação, pode-se 

assumir que vacas em BEN devam possuir resposta limitada ou nula (dependendo do grau de 

BEN) em termos de elevação da concentração de IGF-I quando bST é administrada, o que 

pode apoiar a menor população folicular observada nessa categoria em relação às RS no 

inverno. Em novilhas, a população folicular não foi maior provavelmente devido as reduzidas 

dimensões de seus ovários em relação a vacas e ao fato de não estarem recebendo bST.  

Durante a hipertermia, o processo de aclimatação celular envolve a coordenação da 

responsividade celular a sinais endócrinos associados a alterações intrínsecas, conceito este 

bem ilustrado em recentes estudos com o eixo somatotrófico (RHOADS et al., 2009; 

RHOADS et al., 2010). Em estudos prévios há ainda contrassenso com relação à concentração 

de GH durante períodos de estresse térmico. Nem redução numérica (P=0,08) ou estatística 

(MITRA; CHRISTISON; JOHNSON, 1972; MCGUIRE et al., 1991) nem alteração na 

concentração de GH (RHOADS et al., 2009) foi relatada em vacas leiteiras em estresse 

térmico comparadas a vacas em ambiente termoneutro. No entanto, nesse último estudo, a 

concentração de IGF-I plasmático estava reduzida nas vacas em estresse térmico. Segundo os 

autores, essa redução provavelmente se deve à baixa responsividade hepática ao GH, já que 

baixo número de receptores GH foi encontrado no fígado e a sinalização desse hormônio via 

STAT-5 estava diminuída e consistente com a baixa abundância de mRNA para IGF-I 

observada em vacas em estresse térmico (RHOADS et al., 2010). É possível que a maior 

sensibilidade das vacas em lactação frente ao estresse térmico e a reduzida ingestão de 

matéria seca durante esse período tenham intensificado o BEN. Essa condição metabólica 

pode comprometer a responsividade hepática ao GH, resultando em menores concentrações 

de IGF-I, hormônio diretamente relacionado à quantidade e qualidade de folículos recrutados. 

Com relação à OPU, foram coletados 2.176 oócitos totais (1.320 no inverno e 856 no 

verão), sendo que destes 1.685 (77,4%) foram considerados viáveis (1.030 no inverno e 655 

no verão). Semelhantemente, Sales (2011) observou 74,1% (1.343/1.813) de oócitos viáveis 

provenientes de aspirações intrafoliculares de vacas Holandesas alimentadas com dieta de 

mantença ou alta energia. Gimenes (2010) relatou taxa de oócitos viáveis um pouco mais 

baixas quando novilhas Holandesas foram submetidas à OPU em diferentes dias após o início 

de um protocolo de sincronização da emergência da onda de crescimento folicular: 60,6% ± 

4,2 (um dia), 62,0% ± 3,0 (três dias) e 68,0% ± 2,5 (cinco dias). Da mesma forma, o número 
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de oócitos totais (15,4 ± 1,2 e 22,8 ± 1,5) e viáveis (9,9 ± 0,9 e 19,3 ± 1,2) também foi maior 

nos estudos supracitados (Gimenes, 2008; Sales, 2011, respectivamente) em relação ao 

corrente. No entanto, em trabalhos de outros pesquisadores, também com gado Holandês, 

menor número de oócitos totais foi obtido (entre 2,8 a 7,0) comparado ao presente estudo 

(RIZOS et al., 2005; BILBY et al., 2006; LOPES et al., 2006; MERTON et al., 2009). 

No presente estudo, novilhas e vacas tiveram número semelhante (P = 0,07) de oócitos 

totais e viáveis recuperados durante o inverno. No entanto, durante o verão esses números 

foram reduzidos (P < 0,0001) nas vacas (Figura 1.6 e Tabela 1.3), o que deve estar 

diretamente relacionado com a redução da população folicular desses animais durante o verão. 

Essa redução pode estar relacionada com a queda dos níveis circulantes de IGF-I durante o 

estresse térmico, conforme descrito previamente (RHOADS et al., 2010).  

 

Figura 1.6 -  Número de oócitos totais (A) e viáveis (B) obtidos por aspiração intrafolicular de 
novilhas (Nov), vacas em pico de lactação (PL) e repetidoras de serviço (RS) da raça 
Holandesa, durante o verão e o inverno. Diferença de médias (± E.P.M.) na mesma 
estação (a ≠ b) e na mesma categoria (*). Águas de São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010 
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Tabela 1.3 -  Número total de oócitos e número de oócitos viáveis recuperados de novilhas, vacas de alta-produção em pico de lactação (PL) e repetidoras de 
serviços (RS) pela técnica de OPU durante o verão e o inverno. Águas de São Pedro e Descalvado, 2009 a 2010 

 

Categoria  P 

Novilhas  PL  RS  

Categoria Estação Cat.*Est. 

Total Viáveis  Total Viáveis  Total Viáveis  

Inverno 
12,51 ± 1,17  

 (n = 34) 

8,43 ± 0,93  

 (n = 34) 
 

10,86 ± 0,75a  

 (n = 32) 

8,00 ± 0,63x  

 (n = 32) 
 

15,14 ± 1,29a  

 (n = 31) 

12,87 ± 1,22x  

 (n = 31) 
 

< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

Verão 
11,82 ± 0,91A 

 (n = 36) 

9,36 ± 0,81X  

 (n = 36) 
 

6,30 ± 0,51bB  

 (n = 37) 

4,32 ± 0,41yY  

 (n = 37) 
 

6,51 ± 0,56bB  

(n = 36) 

5,15 ± 0,50yY  

 (n = 36) 

 

Valores apresentados como média ± E.P.M. 
A, B Diferentes denota diferença na mesma linha (P < 0,0001) 
a, b Diferentes denota diferença na mesma coluna (P < 0,0001) 
X, Y Diferentes denota diferença na mesma linha (P < 0,0001) 
x, y Diferentes denota diferença na mesma coluna (P < 0,0001) 
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8 CONCLUSÕES 

 

 

As hipóteses do presente estudo foram parcialmente confirmadas. O estresse térmico 

afetou mais intensamente as variáveis clínicas e o número de folículos e oócitos coletados de 

vacas em relação a novilhas, porém essa alteração foi semelhante em vacas RS e PL. Os 

períodos escolhidos para a realização do presente estudo caracterizaram adequadamente 

situações de estresse térmico crônico e ausência de estresse, segundo os cálculos do ITU. 

Quando expostas a condições de estresse térmico crônico, vacas RS e PL apresentam maior 

elevação da TC do que novilhas. No entanto, apesar de haver aumento da TC durante o verão 

em todas as categorias, somente as vacas apresentaram aumento da TR e FR nessa estação. As 

novilhas foram capazes de manter a TR e FR semelhantes em ambas as estações. A alta 

correlação entre a TC, TR e FR encontrada nas vacas RS e PL apóia essa conclusão. De 

maneira semelhante, o número de folículos visualizados no dia da OPU e o número de oócitos 

totais e viáveis foram menores durante o verão nas vacas RS e PL e relação às novilhas.  

Em suma, demonstrou-se no presente capítulo que vacas em lactação RS e PL são 

mais susceptíveis ao estresse térmico do que novilhas, aumentando sua TC, TR e FR e 

reduzindo o número de folículos e oócitos coletados nas sessões de OPU durante o verão. 



 

Dados publicados em Journal of Dairy Science 94(5):2383-92, 2011 

 

 

 

CAPÍTULO II 

    

O O O O estresse térmico estresse térmico estresse térmico estresse térmico in vivoin vivoin vivoin vivo    afeta a produção afeta a produção afeta a produção afeta a produção in in in in 

vitrovitrovitrovitro    de embriões de embriões de embriões de embriões de de de de vacas repevacas repevacas repevacas repetidoras de tidoras de tidoras de tidoras de 

serviço comparativamente a novilhas e vacas serviço comparativamente a novilhas e vacas serviço comparativamente a novilhas e vacas serviço comparativamente a novilhas e vacas 

Holandesas próximas ao pico de lactaçãoHolandesas próximas ao pico de lactaçãoHolandesas próximas ao pico de lactaçãoHolandesas próximas ao pico de lactação    

 

 

 



J u s t i f i c a t i v a   P á g i n a  | 69 

 

9 JUSTIFICATIVA  

 

 

O sucesso das técnicas de OPU-PIVE está diretamente relacionado à competência dos 

oócitos para a produção de embriões in vitro. Sabe-se que o estresse térmico tem o potencial 

de comprometer a qualidade oocitária tanto in vitro quanto in vivo, reduzindo sua capacidade 

de desenvolvimento até o estádio de blastocisto após a FIV. É reconhecido que vacas RS 

causam grande prejuízo econômico devido à sua menor fertilidade. Há evidências que RS 

tenham comprometimento da qualidade de seus oócitos e que durante o verão também haja 

redução da sua fertilidade. No entanto, não se sabe se os efeitos deletérios do estresse térmico 

sobre o oócito são mais intensos nessa categoria. 

 No presente capítulo, os 80% dos oócitos coletados de vacas RS, PL e novilhas 

durante o verão e o inverno (Capítulo I) foram direcionados para a PIVE para gerar evidências 

da ação do estresse térmico sobre a qualidade dos gametas de RS comparativamente as 

demais categorias. Para auxiliar essa avaliação, os embriões produzidos foram fixados e 

corados para a realização da contagem do número de células totais e cálculo da frequência de 

núcleos fragmentados dos embriões produzidos. 
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10 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

10.1 LOCAL E PERÍODO DE EXECUÇÃO 

 

 

Toda a PIVE foi realizada em parceria com a empresa VITROGEN Pesquisa e 

Desenvolvimento em Biotecnologia da Reprodução S/C Ltda, na unidade Cravinhos 

(21º20'25" S / 47º43'46" O), sob supervisão da Dra. Yeda Fumie Watanabe, durante o período 

de março de 2009 a março de 2010. A contagem de células embrionárias e núcleos 

fragmentados foi realizada de maio a setembro de 2010, no Laboratório de Morfofisiologia 

Molecular e Desenvolvimento (LMMD) da Universidade de São Paulo, Câmpus de 

Pirassununga, sob supervisão do Prof. Dr. Flávio Vieira Meirelles e do pós-doutorando 

Marcos Roberto Chiaratti. Todas as técnicas propostas para esta fase são rotineiramente 

realizadas no laboratório em questão. 

 

 

10.2 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES (PIVE) 

 

 

10.2.1 Maturação in vitro 

 

 

No laboratório de PIVE, os COCs foram lavados em meio de maturação TCM 199 

(Gibco Life Technologies) suplementado com bicarbonato, 10% de soro fetal bovino (SFB), 

22 µg/mL piruvato, 50 µg/mL gentamicina, 0.5 µg/mL hormônio folículo estimulante (FSH; 

Folltropin, Vetrepharm, Belleville, ON, Canada), 50 µg/mL de hormônio luteinizante (LH; 

Ayerst, Rouses Point, NY), 1 µg/mL estradiol (Estradiol 17β; Sigma-Aldrich Chemical Co.), 

50 µM de cisteamina e 0,3 mM de cistina] e colocados em uma placa de Petri contendo 

microgotas de 70 µl desse meio e coberto com óleo mineral estéril (D’Altomare, Sao Paulo, 

SP, Brazil), respeitando-se a relação de aproximadamente 20 COCs por gota. Cada gota 

apresentava oócitos de apenas um animal (unidade experimental). As placas foram mantidas 

em estufa durante 22 horas a 38,5oC com 5% de CO2 em ar e umidade saturada.  
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10.2.2 Fecundação in vitro 

 

 

Uma hora antes do término do período de maturação, o sêmen (mesma partida de 

touro da raça Holandês Preto e Branco de fertilidade conhecida) começou a ser preparado 

para seu uso na fecundação in vitro. As palhetas de sêmen de 0,25 mL foram descongeladas 

em banho-maria a 35°C por 30 segundos e centrifugadas a 1200 rpm por 30 minutos em 

gradiente de Percoll (45 e 90%), para obtenção dos espermatozóides móveis e remoção do 

diluidor e do plasma seminal. O pellet formado foi pipetado, tomando-se o cuidado de retirar 

o máximo possível do Percoll, e seu volume foi calculado. Cinco µl deste pellet foram 

colocados em um microtubo com 250 µL de água para avaliação da concentração espermática 

em Câmara de Neubauer; outros cinco µL foram depositados em um microtubo com 250 µL 

de meio FIV (TALP acrescido de heparina, piruvato, gentamicina, BSA-FAF, LH e solução 

de PHE), para observação da motilidade espermática em microscópio óptico. A partir destes 

dados (motilidade final, concentração de espermatozóides e do volume do pellet) foi realizado 

o cálculo para a diluição do sêmen em meio FIV, de modo que a dose inseminante fosse de 

dois milhões de espermatozóides/ mL. 

Durante a centrifugação do sêmen, a placa de maturação foi retirada da estufa para 

lavagem dos COCs em gotas de 200 µL de meio FIV. Os oócitos foram transferidos para a 

placa de FIV em gotas de 70 µL de meio FIV cobertas com óleo mineral. A deposição da dose 

inseminante (5 µL de sêmen) foi realizada em cada gota e as placas foram mantidas em estufa 

por 20 horas, sob as mesmas condições de atmosfera, umidade e temperatura empregadas para 

a MIV.  

 

 

10.2.3 Cultivo in vitro 

 

 

Após o período de fecundação, as estruturas foram transferidas para placa contendo 

gotas de 100 µL de hialuronidase 2%, onde foram desnudadas com auxílio de pipeta para 

retirada total das células do cumulus. Após o total desnudamento dos presumíveis zigotos, 

estes foram lavados em meio CR4 acrescido de 10% SBF e co-cultivados em uma 

monocamada de células da granulosa em gotas de 50 µL contendo o mesmo meio e cobertas 
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com óleo mineral. As placas de cultivo foram mantidas a 38,5oC com 5% de CO2 em ar e 

umidade saturada.  

 

 

10.2.4 Feeding e avaliação da taxa de desenvolvimento embrionário 

 

 

As renovações de 50% do meio (feeding) foram realizadas 72 e 144 horas pós-

fecundação. Três (D3), sete (D7) e oito (D8) dias pós-fecundação foram avaliadas as taxas de 

clivagem (número de estruturas clivadas/ número de oócitos viáveis), de blastocistos (número 

de blastocistos no D7/ número de oócitos viáveis) e de eclosão (número de blastocistos 

eclodidos no D8/ número de blastocistos no D7), respectivamente. Os embriões foram 

avaliados morfologicamente e classificados de acordo com os padrões da IETS 

(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998).  

 

 

10.2.5 Controle de qualidade 

 

 

Simultaneamente à PIVE com os oócitos aspirados das fêmeas Holandesas, oócitos 

provenientes de ovário de abatedouro foram maturados, fertilizados e cultivados, servindo 

como controle de qualidade dos meios e sêmen utilizados. Todos os procedimentos foram 

idênticos aos descritos acima, exceto a obtenção dos oócitos, que nesse caso foi realizada pela 

punção direta dos folículos visualizados nos ovários, utilizando-se seringa e agulha. 

 

 

10.3 CONTAGEM DE NÚCLEOS TOTAIS E FRAGMENTADOS 

 

 

No oitavo dia após a FIV, os embriões foram fixados em solução de paraformaldeído 

2%, e permaneceram refrigerados (4ºC) até a montagem das lâminas para a contagem de 

núcleos. A análise do número de núcleos fragmentados foi feita utilizando a técnica de 

TUNEL como sugerido pelo fabricante do kit In Situ Cell Death Detection (Roche Applied 

Science). O número total de núcleos foi obtido pela marcação com 10 µg/mL de Hoechst 
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33342 (Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA) diluído em PBS (1:10, 10 minutos no escuro). Após 

passar pelas duas marcações (TUNEL e Hoechst) os embriões foram colocados entre lâmina e 

lamínula contendo uma gota de 5 µL de Vectashield (Vector Labs, EUA) e avaliados em 

microscópio de epifluorescência com dois filtros (Axioplan; Carl Zeiss, Zeppelinstrasse, 

Germany). O software AxioVs40 (V4.6.1.0; Carl Zeiss) foi utilizado para gerar e salvar as 

imagens. A porcentagem de fragmentação nuclear foi determinada como a razão entre as 

células TUNEL-positivas e o total de núcleos contados. Cada embrião de cada animal foi 

avaliado individualmente em cada estação.  

 

 

10.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os testes de normalidade dos resíduos e homogeneidade das variâncias foram 

realizados utilizando o Guide Data Analysis do SAS. Dados que não preencheram os 

pressupostos para a análise de variância (ANOVA) foram transformados. As variáveis 

contínuas ou discretas como taxa de clivagem, taxa de blastocisto no D7, taxa de eclosão no 

D8, número de núcleos totais e taxa de fragmentação nuclear foram analisadas por ANOVA, 

usando o procedimento GLIMMIX do SAS, versão 9.2 (SAS.INSTITUTE, 2002-2003). 

As variáveis incluídas no modelo inicial foram categoria, fazenda, estação (verão vs 

inverno), DEL, número de serviços prévios, temperatura retal, ECC e as suas interações. Para 

o modelo final de regressão logística, variáveis foram removidas com base nos critérios 

estatísticos de Wald por eliminação backward quando P > 0.20. As variáveis incluídas no 

modelo final estão apresentadas no Quadro 2.1. 

 

Quadro 2.1 -  Variáveis analisadas e incluídas modelo estatístico final utilizado 

Item avaliado Variáveis incluídas no modelo final 

Taxa de clivagem Categoria e estação 

Taxa de blastocisto no D7 Categoria, estação e interação categoria-estação 

Taxa de eclosão no D8 Categoria e estação 

Número de núcleos totais Categoria e estação 

Taxa de fragmentação nuclear Categoria, estação e interação categoria-estação 
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11 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 Dado que a repetição de serviços é um problema multifatorial e envolve diversos 

fatores extrínsecos e intrínsecos ao próprio animal, um experimento baseado em aspiração 

intrafolicular para a recuperação de oócitos permite o estudo de efeitos exercidos sobre o 

oócito até o momento da aspiração da doadora. Nesse contexto, esse estudo foca a avaliação 

de oócitos coletados por OPU de fêmeas RS da raça Holandesa, comparativamente a novilhas 

e vacas PL, durante o verão e inverno, com a finalidade de avaliar sua competência de 

desenvolvimento a blastocisto.  

É importante salientar que houve contaminação de algumas gotas na PIVE, sendo que 

em alguns casos, a contaminação foi observada ao término do período de maturação e, em 

outros, na avaliação de clivagem. Nesses casos, os dados foram excluídos da análise final. 

Adicionalmente, alguns oócitos foram utilizados para análises de biologia molecular e, por 

esta razão, os cálculos referentes à PIVE foram realizados com base no número de estruturas 

viáveis enviadas ao laboratório de PIVE e não no total de oócitos viáveis aspirados. 

O controle de qualidade com oócitos derivados de ovários provenientes de abatedouro 

foi eficiente tanto no verão quanto no inverno, mostrando não ter havido problemas de ordem 

técnica relacionados aos meios e ao sêmen empregados na PIVE (Tabela 2.1). Como os 

ovários eram provenientes de bovinos de corte, foi possível notar melhores taxas de 

desenvolvimento embrionário no verão, ao contrário do observado para as fêmeas leiteiras da 

raça Holandesa utilizadas nesse estudo. Isso se dá pelo fato de o verão ser a estação chuvosa 

da região em questão e, portanto, o momento de melhores pastagens e condição corporal e 

reprodutiva dos animais de corte criados extensivamente. Taxas um pouco mais baixas foram 

obtidas em trabalho recente (SALES, 2011) no qual também foram realizadas manipulações 

controle a partir de oócitos obtidos de ovários coletados em abatedouro (taxa de clivagem de 

63,9 % e taxa de blastocisto de 30,8 %). 

No presente estudo, a taxa de clivagem foi similar entre as categorias [RS = 41,9% ± 

4,5 (n = 666); PL = 37,9% ± 5,1 (n = 390) e novilhas = 51,7% ± 4,5 (n = 375); P = 0,20] e as 

estações [inverno = 42,3% ± 3,4 (n = 979), verão = 45,8% ± 4,4 (n = 452); P = 0,50]. Essas 

taxas foram inferiores ao esperado, uma vez que foram reportadas para a raça Holandesa taxas 

entre 63 e 75% (SENEDA et al., 2001; PAULA-LOPES et al., 2003b; ESCALONA, 2008; 

PONTES et al., 2010). Contudo, taxas de clivagem inferiores às previamente relatadas, e, 
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portanto, mais próximas às do presente estudo, também foram descritas na literatura 

disponível para essa mesma raça [entre 38,8 e 61,3% (BILBY et al., 2006; GIMENES, 2010; 

SALES, 2011)]. Alguns autores (ESCALONA, 2008; GIMENES, 2010) justificam a baixa 

taxa de clivagem após a fecundação de oócitos de doadoras da raça Holandesa à menor 

resistência dos oócitos de raças taurinas ao estresse térmico. Dados da literatura apoiam essa 

afirmação, no qual oócitos de vacas zebuínas submetidos ao estresse térmico apresentam 

menor comprometimento da produção in vitro de embriões (PAULA-LOPES et al., 2003b). 

No entanto, no presente estudo, taxa de clivagem semelhante foi observada no verão e no 

inverno, o que é sugestivo da existência de outros fatores que devam estar comprometendo a 

divisão celular desses embriões. 

 
Tabela 2.1 -  Taxas de desenvolvimento embrionário de oócitos provenientes de abatedouro e 

fertilizados in vitro com sêmen de touro Holandês para controle de qualidade dos meios 
e sêmen utilizados do experimento. Cravinhos, 2009 a 2010 

 
Época  

P 

 

Inverno 

(n = 453) 

Verão 

(n = 582) 

 

Taxa de clivagem (D3) 73,7% ± 1,7 80,7% ± 1,5 0,003 

Taxa de blastocisto (D7) 39,0% ± 2,9 45,4% ± 1,9  0,06 

Taxa de eclosão (D8) 44,7% ± 6,4 36,4% ± 4,0  0,3 

 

Nesse mesmo contexto, apesar de alguns trabalhos terem mostrado que o efeito sazonal 

também se expressa na taxa de fecundação ou clivagem (MONTY JR; RACOWSKY, 1987; 

ZERON et al., 2001; SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002), Putney et al. (1989) 

observaram que a taxa de fecundação in vivo foi similar para novilhas em estresse térmico ou 

em ambiente termoneutro. Esses autores concluíram que oócitos bovinos são capazes de 

responder à fecundação, iniciando o processo de clivagem apesar da elevação da temperatura 

corpórea, tal qual possa ter ocorrido no presente estudo e em prévios (ROCHA et al., 1998; 

RUTLEDGE et al., 1999; RIVERA et al., 2000; TORRES-JUNIOR et al., 2008). Há também 

trabalhos nos quais foi mencionado que após choque térmico in vitro, não houve alteração no 

desenvolvimento embrionário até a fase de oito a 16 células, porém houve diminuição na 

produção de blastocistos e na sua taxa de eclosão (EDWARDS; HANSEN, 1996; 1997; 

KRININGER et al., 2003; PAULA-LOPES et al., 2003a; BARROS et al., 2006).  

Seguindo essa linha, apesar de taxas de clivagem semelhantes terem sido observadas 

no presente estudo, quando a taxa de blastocisto foi avaliada encontrou-se interação entre 
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categoria e estação (P < 0,0001; Figura 2.1 e Tabela 2.2), indicando que o efeito de estação foi 

dependente da categoria. A taxa de blastocisto das RS foi inferior (P < 0,0001) à de novilhas, 

independentemente da estação. Além disso, durante o verão, a taxa de blastocisto das RS caiu 

consideravelmente (P < 0,002) comparada ao inverno, tornando-se inferior à encontrada para 

as PL (P < 0,001).  

 

Figura 2.1 -  Taxa de blastocisto sete dias após a fecundação in vitro de oócitos de vacas repetidoras 
de serviço (RS), em pico de lactação (PL) e novilhas (Nov) da raça Holandesa, durante 
o verão e o inverno. Diferença de médias (± E.P.M.) na mesma estação (a ≠ b) e na 
mesma categoria (*). Cravinhos, 2009 a 2010 

 

 

 

Tabela 2.2 -  Taxa de blastocisto sete dias após a fecundação in vitro de oócitos de vacas repetidoras 
de serviço (RS), em pico de lactação (PL) e novilhas (Nov) da raça Holandesa, durante 
o verão e o inverno. Cravinhos, 2009 a 2010 

 

Categoria 

 

P 

Nov 
Vaca 

PL 

Vaca 

RS 
Categoria Época 

Categoria 

x Época 

Inverno 
30,3%aA 

(74/244) 

22,0%aB 

(42/191) 

22,5%aB 

(93/413) 
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

Verão 
23,3%bA 

(35/150) 

14,6%bB 

(15/103) 

7,9%bC 

(14/177) 

 

Na mesma coluna - a ≠ b, P < 0,0002; na mesma linha - A ≠ B, P < 0,0001 
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Particularmente no verão, a taxa de blastocisto de RS foi praticamente metade da taxa 

observada para vacas PL e um terço da taxa obtida para novilhas. Esse resultado é sugestivo 

que os oócitos recuperados de vacas RS tinham qualidade severamente comprometida.  

Conforme exposto abaixo, essa perda de competência oocitária foi confirmada pela alta taxa 

de fragmentação nuclear (taxa de células TUNEL-positivas) observada nos blastocistos de 

RS, o que está diretamente ligado a baixa capacidade do embrião passar pelo processo de 

implantação com sucesso e se desenvolver a termo (FABIAN; KOPPEL; MADDOX-

HYTTEL, 2005; EL-SAYED et al., 2006). Por outro lado, durante o inverno não foi 

observado grande comprometimento na qualidade oocitária das RS. Nessa estação, apesar da 

taxa de blastocisto ter sido mais baixa quando oócitos de RS foram utilizados em comparação 

aos oócitos de novilha, não foi detectada diferença destes em relação aos oócitos de vacas PL.  

Em estudos prévios mais recentes com PIVE a partir de oócitos de fêmeas bovinas da 

raça Holandesas foram relatadas taxas de blastocito de 17,5% [oócitos de abatedouro de 

vacas; (ESCALONA, 2008)], 14,1% [(OPU de novilhas; (GIMENES, 2010)], 12,1% [(OPU 

de vacas não lactantes; (SALES, 2011)] e 28,9% [(vacas criadas em regime de pastagem; 

(RATTO et al., 2011)]. As taxas obtidas por Escalona et al. (2008) se encontram ao redor das 

taxas obtidas para vacas PL (verão e inverno) e RS (inverno) no presente estudo. No entanto, 

tanto a taxa de blastocisto observada no estudo de Gimenes (2010) com novilhas quanto no 

estudo de Sales (2011) com vacas não lactantes são inferiores à alcançada no presente estudo. 

Dados de fecundação in vivo e qualidade embrionária de vacas em lactação e novilhas 

Holandesas durante o verão apoiam os presentes achados (SARTORI; ROSA; WILTBANK, 

2002). Nesse estudo, os autores relataram maior taxa de fecundação (100 vs 55,3%), maior 

porcentagem de embriões viáveis (71,9 vs 33,3%) e melhor qualidade dos embriões (2,2 ± 0,3 

vs. 3.8 ± 0.4, em escala de 1 = ótimo a 5 = degenerado) coletados de novilhas em comparação 

a vacas. Assim, evidenciou-se a superioridade das novilhas em termos de desenvolvimento 

embrionário durante o verão.  

Em estudo com vacas Gir (TORRES-JUNIOR et al., 2008) submetidas ou não a 

estresse térmico em câmara climática e posterior OPU para a PIVE, observou-se redução da 

taxa de blastocisto no grupo que passou pelo estresse, à semelhança dos dados do presente 

estudo. Além disso, os autores verificaram tendência de aumento na diferença entre os grupos 

controle e estresse térmico com o passar das sessões de OPU, evidenciando efeito tardio e 

duradouro mesmo após cessado o período de exposição ao estresse.  

Com relação à taxa de eclosão e o número de células dos blastocistos produzidos, não 

houve interação entre categoria e estação (P = 0,3), possibilitando o agrupamento dos dados. 
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A taxa de eclosão foi semelhante entre as categorias (19,3%, n = 288; P = 0,20), mas reduziu 

durante o verão (23,0%, n = 218 vs. 6,5%, n = 70; P = 0,03). O número de células 

embrionárias foi menor em vacas RS (207,0 ± 8,3) e PL (202,5 ± 9,9) do que em novilhas 

(253,0 ± 12,2; P = 0,001), independentemente da estação. Além disso, durante o verão, o 

número de células dos blastocistos produzidos foi reduzido em relação ao inverno (230,6 ± 

6,8 vs. 175,0 ± 9,0; P = 0,0005), independentemente da categoria. Resultado semelhante foi 

relatado por Sartori et al. (2002), que encontraram número de células embrionárias superior 

em embriões coletados de novilhas em comparação aos de vacas em lactação durante o verão. 

Assim como a taxa de blastocisto, a qualidade dos blastocistos das RS foi 

comprometida, em relação àqueles de novilhas e vacas PL, durante o verão (P = 0,01), 

conforme evidenciado pela porcentagem de células TUNEL-positivas desses embriões. No 

entanto, durante o inverno, a porcentagem de núcleos fragmentados foi semelhante entre as 

três categorias (P = 0,3; Figura 2.2).  

Medidas como taxa de eclosão e contagem de núcleos são bons indicadores de 

qualidade embrionária na PIVE. No entanto, em Holandesas há poucos trabalhos nos quais 

foram avaliadas as taxas de eclosão ou número de núcleos. Bilby et al. (2006) encontraram 

porcentagens de blastocistos eclodindo e eclodidos oito dias após a FIV variando de 

aproximadamente 3 a 12%, muito inferiores às observadas no presente estudo durante o 

inverno, provavelmente devido à precocidade na avaliação realizada por este autor. 

Entretanto, taxas de eclosão oito dias após a FIV semelhantes às do presente estudo foram 

descritas recentemente (GIMENES, 2010) para novilhas Holandesas (24,9 ± 7,1). Quanto ao 

número de núcleos, resultados bastante divergentes foram encontrados, relacionados 

possivelmente a diferenças na qualidade dos oócitos para a produção in vitro ou do tipo de 

sistema utilizado em comparação ao presente estudo. Fouladi-Nashta et al. (2007) realizaram 

contagem diferencial em embriões com oito dias de cultivo e obtiveram entre 132,5 e 150,5 

núcleos totais (sendo entre 98,6 e 114,0 células do trofectoderma e 33,8 e 36,4 células da 

massa celular interna), valor inferior ao observado no presente estudo em ambas as estações 

(inverno: 231 ± 7 vs. verão: 253 ± 12) e nas três categorias (novilhas: 253 ± 12a vs PL: 203 ± 

10b e RS: 207 ± 8b; p<0,01). O número de núcleos totais registrado para novilhas do estudo 

corrente também foi superior ao relatado por Gimenes (2011; 168,9 ± 13,7).  
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Figura 2.2 -  Porcentagem de células TUNEL-positivas em blastocistos oito dias após a fecundação 
in vitro de oócitos de novilhas (Nov), vacas em pico de lactação (PL) e repetidoras de 
serviço (RS) da raça Holandesa, no verão e inverno. Diferença de médias (± E.P.M.) na 
mesma estação (a ≠ b) e na mesma categoria (*). Pirassununga, 2010  

 

 

 

 Em suma, pronunciado efeito de estresse térmico foi observado na competência 

oocitária de desenvolvimento a blastocisto das vacas RS. Os resultados obtidos são sugestivos 

de que a baixa produção de embriões das RS durante o verão possa estar relacionada com um 

severo comprometimento da qualidade desses gametas. Destaca-se, no entanto, que nas três 

categorias a taxa de blastocisto foi reduzida no verão. Como tanto novilhas quanto vacas 

tiveram mecanismos de termorregulação (aumento da TC) ativado de forma mais ou menos 

eficiente (refletido pela TR e FR) é provável que todas tenham passado pelas alterações de 

fluxo sanguíneo discutidas no capítulo anterior. Assim, pode-se especular que o resultado da 

redistribuição do fluxo sanguíneo durante o estresse térmico tenha levado a redução da 

perfusão vascular dos ovários e, consequentemente, dos folículos aspirados na OPU, 

acarretando em comprometimento da função oocitária e subsequente redução da taxa de 

desenvolvimento embrionário após a FIV. 



C o n c l u s õ e s   P á g i n a  | 80 

 

 

12 CONCLUSÕES 

 

 

 As hipóteses do presente estudo foram confirmadas. Vacas RS que passaram por OPU 

durante o verão para a coleta de oócitos apresentaram menores taxas de blastocisto (PIVE) do 

que vacas PL e novilhas cujos folículos foram aspirados nessa estação. Apesar das taxas de 

blastocisto serem reduzidas durante o verão em todas as categorias, vacas RS apresentaram 

queda mais intensa dessa taxa, que comparativamente, foi cerca de metade da taxa observada 

para vacas PL e um terço da observada para novilha. Além disso, independentemente da 

estação, a taxa de blastocisto de vacas RS sempre foi inferior à de novilhas.  

Durante o estresse térmico menor número de núcleos totais nos blastocistos 

produzidos in vitro foi obtido, independentemente da categoria, o que está parcialmente de 

acordo com nossas hipóteses. Além disso, durante o verão foi registrada maior porcentagem 

de núcleos fragmentados nas RS em relação às novilhas. Em conjunto, os dados geram 

evidências que os efeitos deletérios do estresse térmico na qualidade oocitária, apesar de 

presentes em todas as categorias, são mais intensos em vacas RS. 

 



 

 

 

CAPÍTULO III 

    

OOOO    estresse térmico in vivo afeta estresse térmico in vivo afeta estresse térmico in vivo afeta estresse térmico in vivo afeta o conteúdoo conteúdoo conteúdoo conteúdo    de de de de 

mtDNA e a expressãmtDNA e a expressãmtDNA e a expressãmtDNA e a expressão de alguns genes de o de alguns genes de o de alguns genes de o de alguns genes de 

oócitos de oócitos de oócitos de oócitos de vacas rvacas rvacas rvacas repetidoras de serviço epetidoras de serviço epetidoras de serviço epetidoras de serviço 

comparativamente a novilhas e vacas comparativamente a novilhas e vacas comparativamente a novilhas e vacas comparativamente a novilhas e vacas 

Holandesas próximas ao pico de lactaçãoHolandesas próximas ao pico de lactaçãoHolandesas próximas ao pico de lactaçãoHolandesas próximas ao pico de lactação    
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13 JUSTIFICATIVA  

 

 

Informações que relacionem a baixa fertilidade de vacas RS a problemas na qualidade 

de seu oócitos e os mecanismos possivelmente envolvidos em sua reduzida competência 

oocitária são extremamente escassos. Ainda, apesar de muitos estudos terem demonstrado 

efeito evidente do estresse térmico sobre a capacidade de desenvolvimento oocitário após a 

FIV, os mecanismos exatos pelos quais o oócito é comprometido também permanecem 

obscuros.  

 Neste capítulo, 20% dos oócitos coletados de novilhas, vacas PL e RS durante o verão 

e o inverno foram direcionados para análises biomoleculares para gerar evidências sobre a 

existência de alguma relação entre a qualidade oocitária e o seu conteúdo de mtDNA, a 

expressão de genes envolvidos em sua replicação e transcrição,  na apoptose e na resposta ao 

estresse térmico.  
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14 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

14.1 LOCAL E PERÍODO DE EXCECUÇÃO 

 

 

Todas as análises biomoleculares referentes à quantificação de mtDNA e à expressão 

de genes relacionados ao estresse térmico, apoptose e transcrição/replicação de mtDNA foram 

realizadas no Laboratório de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD) da 

Universidade de São Paulo, Campus de Pirassununga, sob supervisão do Prof. Dr. Flávio 

Vieira Meirelles e do pós-doutorando Marcos Roberto Chiaratti, durante os meses de maio de 

2009 a novembro de 2011. As técnicas propostas para esta fase são rotineiramente realizadas 

no laboratório em questão. 

 

 

14.2 ANÁLISE RELATIVA DA QUANTIDADE DE mtDNA E DE TRANSCRITOS 

DOS OÓCITOS 

 

 

14.2.1 Construção do controle externo 

 

 

As perdas de DNA oriundas da extração foram consideradas por uso de um controle 

externo. Para tanto, um fragmento de DNA de extensão igual a 345 pb e sem similaridade 

com o genoma bovino foi obtido a partir de Taenia saginata como já descrito (Benitez et al. 

1996; Lightowlers et al. 1996; Gauci et al. 2006). Este fragmento foi purificado (Kit GFX, 

Amersham Biosciences) e inserido num vetor bacteriano (Kit pET-29A, Novagen, Madison, 

WI, USA). Em seguida, o vetor contendo o inserto foi utilizado para transformação de 

bactérias Escherichia coli DH5α (Invitrogen) tratadas para competência com CaCl2 

(Sambrook e Russel, 2001). As bactérias transformadas cresceram por uma hora em 1 mL de 

meio LB Broth (USB, Cleveland, Ohaio, EUA) a 37oC, e então foram plaqueadas em ágar 

com LB Broth mais IPTG, x-Gal e ampicilina, de acordo com as recomendações do fabricante 

(pGEM-T Vector System). Após 12 a 24 horas de crescimento, uma colônia branca foi 

selecionada e cultivada em 10 mL de meio LB com ampicilina por mais 12 a 24 horas e em 
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seguida foi realizada a mini-preparação (kit Flexiprep, Amersham Pharmacia Biotech). O 

plasmídeo foi aliquotado num volume de cinco µL à concentração de 0,25 ng/µL e estocado à 

-20oC. 

 

 

14.2.2 Extração de DNA e RNA  

 

 

O DNA genômico e o RNA foram extraídos a partir de cada oócito isoladamente, 

utilizando-se o kit TRIzol (Invitrogen) segundo as recomendações do fabricante com 

pequenas modificações. Brevemente, foi adicionado por amostra um mix contendo 100 µL do 

reagente TRIzol, 1 ng do controle externo, 5 µg de água ultrapura (tratada com pirocarbonato 

dietileno) e 5 µg de acrilamida linear (Ambion Inc., Austin, TX) como carreador de RNA 

(Sambrook e Russel, 2001). 

Para a extração do RNA, a fase inorgânica do reagente TRIzol foi isolada e dissolvida 

em 10 µL de solução de DNase (Invitrogen) e 1 unidade/µL de RNase OUT, conforme 

sugerido pelo fabricante, para a degradação do DNA e conservação do RNA amostral. 

Finalmente, o RNA foi imediatamente transcrito em DNA complementar (cDNA) utilizando o 

kit  High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo com o 

protocolo sugerido pelo fabricante. Este kit utiliza primers randômicos para a conversão do 

RNA total em cDNA. O cDNA produzido foi armazenado à -20°C até o momento da análise 

dos transcritos alvo. 

Para a extração do DNA, ambas, interfase e fase orgânica do TRIzol, foram utilizadas. 

Novamente, 5 µg de acrilamida linear foram adicionados a estas fases para carrear o DNA. O 

DNA extraído foi dissolvido em 20 µL de hidróxido de sódio 8 mM. Para o ajuste do pH, 

1,72µL de HEPES 0,1M foi adicionado, seguido da adição de 3,3µL de água ultrapura para 

atingir o volume final de 25µL. As amostras foram utilizadas imediatamente para a análise 

quantitativa PCR (qPCR), para evitar a degradação do DNA. 
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14.2.3 Determinação da quantidade relativa de cDNA 

 

 

Os transcritos alvo de interesse pertenciam a duas categorias: codificados pelo núcleo 

(genômicos) e codificados pela mitocôndria (genes mitocondriais). Os genes nucleares foram 

HSPA1AB (Heat shock 70kDa protein 1AB), HSP90AA1 [Heat shock protein 90kDa alpha 

(cytosolic)], BAX (BCL-2-associated X protein), BCL2 (B-cell lymphoma 2), ITM2B (Integral 

membrane protein 2B), NRF1 (nuclear respiratory factor 1), POLG [polymerase (DNA 

directed), gamma], POLG2 [polymerase (DNA directed), gamma 2], PPARGC1A 

(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) e TFAM (mitochondrial transcription 

factor A). Para avaliar a razão BAX/BCL2, o BAX foi expresso em relação ao BCL2. O gene 

mitocondrial analisado foi o MT-CO1 (mitochondrially encoded cytochrome c oxidase I). 

Como referência endógena foram inicialmente propostos os genes HIST1H2AG 

(histona), o GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e ACTB (beta-actina), os 

quais foram analisados utilizando o qBase Plus v. 2.3 (Biogazelle, 2008), como sugerido 

previamente (VANDESOMPELE et al., 2002). 

Antes da amplificação por qPCR, o cDNA dos transcritos para os genes de interesse 

foi pré-amplificado utilizando-se o kit Taqman PreAmp Master Mix (Applied Biosystems), 

segundo recomendações do fabricante. Brevemente, para cada amostra, uma reação de 10µL 

foi preparada contendo 45 nM de cada primer (HSPA1AB, HSP90AA1, BAX, BCL2, 

ITM2B, NRF1, POLG, POLG2, PPARGC1A, TFAM, MT-CO1, HIST1H2AG, GAPDH e 

ACTB), 1 X TaqMan PreAmp Master Mix (Applied Biosystems) e 4µL do cDNA (amostra). 

Esse mix foi submetido a 20 ciclos térmicos e armazenado a -20°C até o uso. A linearidade da 

pré-amplificação de todos os transcritos estudados foi confirmada como sugerido pelo 

fabricante do kit. 

A quantificação do cDNA foi feita utilizando-se a metodologia de PCR em tempo real 

e o equipamento ABI-7500 (Applied Biosystems). Para isso o kit Gene Expression Master 

Mix (Applied Biosystems) foi empregado. As reações foram feitas utilizando-se ensaios 

TaqMan (Applied Biosystems) baseados na amplificação com primers, porém com uso de 

sondas para detecção da quantidade de DNA amplificado. Os primers selecionados para 

avaliar a expressão dos genes alvos foram desenhados pelo serviço de Assays-by-Design 

(Applied Biosystem) a partir de sequências obtidas do banco de dados do GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências dos primers e as probes utilizadas estão apresentadas 

no quadro 3.1. 
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Quadro 3.1 -  Primers e probes para ensaios TaqMan usados para a PCR quantitativa. Pirassununga, 2010 a 2011  (continua) 

Ensaio alvo (Genebank) Primer ou probe Sequência (5’-3’) Produto (pb) 

ACTB 

(NM_173979.3) 

ACTB-f GGCACCCAGCACAATGAAGA 67 

ACTB-r GCCAATCCACACGGAGTACTT  

ACTB-FAM FAM-TCAAGATCATCGCGCCCCC-NFQ1  

GAPDH 

(NM_001034034.1) 

GAPDH-f CCACTCCCAACGTGTCTGTT 84 

GAPDH-r GCTTCACCACCTTCTTGATCTCATC  

GAPDH-FAM FAM-CTTGGCAGGTTTCTCC-NFQ  

HIST1H2AG 

(NM_001098720.1) 

HIST1H2AG-f CGGTGCTGGAATACCTGACA 120 

HIST1H2AG-r GATGATGCGGGTCTTCTTGTTG  

HIST1H2AG-FAM FAM-CCAGCTCTAAGATCTC-NFQ  

PPARGC1A 

(NM_177945.3) 

PPARGC1A-f ACCATGCAAACCATAATCACAGGAT 82 

PPARGC1A-r CTCTTCGCTTTATTGCTCCATGAAT  

PPARGC1A-FAM FAM-CTCGGTCTTAACAACTGC-NFQ  

NRF1 

(NM_001098002.1) 

NRF1-f CTGTCGCCCAAGTGAATTATTCG 67 

NRF1-r TGTAACGTGGCCCAGTTTTGT  

NRF1-FAM FAM-TCCACCTCTCCATCAGCC-NFQ  

POLG 

(XR_028572.2) 

POLG-f CAGCCATCGAGTCCCTGTAC 103 

POLG-r CTGTCGGACAGCAGGAACTC  

POLG-FAM FAM-ACAGGCAGACCTTTCC-NFQ  

POLG2 

(NM_001075191.1) 

POLG2-f CTTCTGGGAAACTACGGGAGAAC 84 

POLG2-r GTAGCCTCTTGTTTACCAGATCCA  

POLG2-FAM FAM-CAAGGCACCGTGAAGAA-NFQ  
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TFAM 

(NM_001034016.2) 

TFAM-f TTGGAAAAAGAAATCATGCAGAAACGT 96 

TFAM-r TGAGCGAGGTCTTTTCGGTTTT  

TFAM-FAM FAM-CCAAGCATTGTTAACTCTCTCT-NFQ  

MT-CO1 

(NC_006853.1) 

MTCO1-f GATCCGTAATAATTACCGCCGTACT 85 

MTCO1-r TTCCGGTCTGTTAATAGCATTGTGA  

MTCO1-FAM FAM-CCGGCTGCTAATACAG-NFQ  

BCL2 

(XM_586976.4) 

BCL2-f GCACCTGCACACCTGGAT 72 

BCL2-r CGCATGCTAGGGCCATACAG  

BCL2-FAM FAM-AAGGCGTCCCAGCCTC-NFQ  

BAX 

(NM_173894.1) 

BAX-f GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTGC 89 

BAX-r CAGCCCATGATGGTCCTGATC  

BAX-FAM FAM-CTGGTGCTCAAGGCCCTGT-NFQ  

ITM2B 

(NM_001035093.1) 

ITM2B-f GTCCCAGAGTTTGCAGATAGTGA 104 

ITM2B-r GGAATCACATAGCACTTATCCAGGTT  

ITM2B-FAM FAM-CATGACTTCAACAAGAAACT-NFQ  

HSP90AA1 

(NM_001012670.1) 

HSP90AA1-f GACACATGCCAACAGGATCTACA 86 

HSP90AA1-r CGGCGCTGCTGTCATC  

HSP90AA1-FAM FAM-CTTGGTCTCGGTATTGAC-NFQ  

HSPA1A+HSPA1B* 

(NM_174550.1) 

(NM_203322.2) 

HSPA1AB-f CGCGAAGCGGCTGATC 83 

HSPA1AB-r CGTTGATGACGCGGAAAGG  

HSPA1AB-FAM FAM-CCGGGTCTCCGAACTT-NFQ  

*Denominado HSPA1AB no presente estudo 
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Todos os genes de cada amostra específica foram sempre amplificados na mesma 

placa de PCR. As condições aplicadas para a amplificação foram as seguintes: desnaturação 

inicial a 95°C por 15 minutos seguida de 40 ciclos de 95 °C por 20 segundos e 60° C por um 

minuto. As condições de amplificação de cada transcrito proposto foram ajustadas 

previamente às análises. A análise da quantidade de cada transcrito alvo foi realizada como 

sugerido pelo fabricante do equipamento de PCR em tempo real (Applied Biosystems). 

 

 

14.2.4 Determinação da quantidade relativa de mtDNA 

 

 

A quantidade de mtDNA foi determinada relativamente a um controle externo. Para 

tanto, a mesma metodologia e reagentes descritos acima para quantificação dos transcritos 

foram utilizados. A amplificação do mtDNA foi realizada com o seguinte ensaio: primer 

senso (5’-3’) GCC CTA GAA CAG GGC TTA GT e anti-senso (5’-3’) GGA GAG GAT 

TTG AAT CTC TGG em presença da sonda (5’-3’) AAG GTG GCA GAG CCC GGT AAT 

TGC portadora do fluorocromo reporter FAM (6-carboxi-fluoresceína), ligado à extremidade 

5’, e do quencher BHQ1 ligado à extremidade 3’. Estes primers foram desenhados para 

amplificar uma sequência de 87 pb do RNA ribossômico 16S (MT-RNR2) completamente 

conservada no mtDNA de B. taurus  e B. indicus, com base em sequências disponíveis no 

GenBank (códigos de acesso: AY526085 e AY126697, respectivamente). A reação de 

amplificação do mtDNA de volume final igual a 20 µL foi composta por 0,9 µM de cada 

primer, 0,25 µM de sonda, 10 µL de 1x Master Mix (kit Gene Expression Master Mix) e o 

equivalente a 20% do total de DNA recuperado de cada amostra. Para amplificação do 

controle externo, foram utilizados os mesmos primers descritos acima (item Construção do 

controle externo). A reação de amplificação deste foi realizada também num volume final de 

20 µL composto por 0,2 µM de cada primer, 10 µL de 1 x SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) e o equivalente a 6% do total de DNA recuperado de cada amostra. 

Ambos, mtDNA e controle externo, foram amplificados em paralelo numa mesma placa 

utilizando os seguintes ciclos térmicos: 95oC por 15 minutos seguido por 40 ciclos a 95oC por 

20 segundos e 63o C por 1 minuto. Ao final de cada ciclo foi realizada a leitura de 

fluorescência. A análise da quantidade de mtDNA relativa ao controle externo foi realizada 

como sugerido pelo fabricante do equipamento (Applied Biosystems). 
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14.3 QUANTIFICAÇÃO ABSOLUTA DE mtDNA 

 

 

14.3.1 Preparo das amostras e da curva padrão 

 

 

Para a quantificação do mtDNA os oócitos foram individualmente lisadas utilizando a 

metodologia descrita por Wai et al. (2008). Brevemente, as amostras foram submetidas a três 

ciclos de aquecimento (95 °C por 5 min) e resfriamento (em nitrogênio líquido por 3 minutos) 

e, posteriormente, centrifugadas para a mensuração do volume final do lisado.  

A curva padrão utilizada para a quantificação absoluta de mtDNA foi preparada 

usando um fragmento de 703 pb compreendendo parte dos genes MTRNR2, MT-TL1 e MT-

ND1. Esse fragmento foi obtido por amplificação por PCR em uma reação de 50µL contendo 

0,5 µM de cada primer, 0,2 mM de dinucleotídeo trifosfato (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl2 

(Invitrogen), tampão de PCR 1X (Invitrogen), 0,01 U/µL de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), e 1 ng/µL do DNA genômico extraído de células sanguíneas brancas 

(CHIARATTI; MEIRELLES, 2006). As condições utilizadas nos ciclos de amplificação 

foram as seguintes: (1) desnaturação inicial a 95°C por 10 minutos, (2) 40 ciclos de 95 °C por 

20 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por um minuto e (3) extensão final a 72°C por 10 

minutos. O produto do PCR foi purificado utilizando o gel Wizard SV e o sistema PCR Clean-

up (Promega, Madison, WI) e, posteriormente, clonado utilizando o kit de clonagem TOPO 

TA (Invitrogen). O plasmídeo contendo o fragmento de mtDNA foi purificado usando a mini-

preparação Wizard Plus SV (Promega). A concentração de cópias de DNA do plasmídeo foi 

determinada usando o espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, 

DE) e uma solução estoque preparada com 0,2 X 109 cópias/lL. Essa solução estoque foi 

armazenada a -20°C em alíquotas únicas até a utilização. 

 

 

14.3.2 Determinação da quantidade absoluta de mtDNA 

 

 

 A quantificação absoluta do mtDNA foi feita segundo a metodologia de PCR em 

tempo real e o equipamento ABI-7500 (Applied Biosystems), conforme descrito por Chiaratti 

et al. (2010), com pequenas modificações. Brevemente, um ensaio TaqMan foi desenvolvido 
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para amplificar um fragmento de 87 pb do RNA ribossômico 16S do mtDNA (MTRNR2), 

que é completamente conservado entre B. taurus e B. indicus. 

A reação de amplificação do mtDNA de volume final igual a 20 µL foi composta por 

0,9 µM de cada primer, 0,25 µM de sonda, 10 µL de 1x Master Mix (kit Gene Expression 

Master Mix) e o equivalente a 20% do total de DNA recuperado de cada amostra. A reação de 

amplificação do mtDNA de volume final igual a 20 µL foi composta por 0,9 µM de cada 

primer, 0,25 µM de sonda TaqMan, 10 µL de 1x Master Mix (kit Gene Expression Master 

Mix) e 1µL do DNA recuperado de cada amostra. As amostras foram sempre analisadas em 

duplicata e a média da duplicata foi usada para a quantificação. Curvas padrão foram sempre 

amplificadas paralelamente às amostras utilizando cinco diluições seriadas de 1:10 (103 – 107 

cópias) do padrão. Esse ensaio TaqMan possui 100% de eficiência de amplificação. Baseado 

nos valores da curva padrão, foi possível quantificar o número inicial de cópias de mtDNA de 

cada amostra, utilizando o software SDS (V2.3; Applied Biosystems). O valor final de 

número de cópias de mtDNA foi corrigido pelo volume do lisado. 

 

 

14.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os testes de normalidade dos resíduos e homogeneidade das variâncias foram 

realizados utilizando o Guide Data Analysis do SAS. Dados que não preencheram os 

pressupostos para a análise de variância (ANOVA) foram transformados. As variáveis 

contínuas como a expressão de cada gene, o número relativo de cópias de mtDNA e a relação 

BAX/BCL2 foram analisados por ANOVA, usando o procedimento GLIMMIX do SAS, 

versão 9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC). 

As covariáveis incluídas no modelo inicial foram animal, TR, TC, FR, categoria, 

estação, fazenda e as suas interações. As variáveis classificatórias foram categoria e estação 

(verão vs inverno). Para o modelo final de regressão logística, variáveis foram removidas com 

base nos critérios estatísticos de Wald por eliminação backward quando P > 0.20. As 

variáveis incluídas no modelo final foram: categoria e estação (verão vs inverno). 

O número absoluto de cópias de mtDNA foi analisado por ANOVA, usando o 

procedimento GLIMMIX do SAS, versão 9.2. Quando houve efeito significativo da variável, 

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando-se significância quando P< 

0,05.
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15 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Dado que o número de cópias de mtDNA foi reportado como um possível marcador de 

viabilidade oocitária,  a avaliação desta variável tornou-se um dos focos do presente estudo. 

Nesse contexto, visou-se determinar se a baixa competência dos oócitos coletados de vacas 

RS da raça Holandesa estaria relacionada ao seu reduzido conteúdo de mtDNA, 

comparativamente a novilhas e vacas PL. Assim, parte dos oócitos imaturos que foram 

coletados dos ovários de fêmeas dessas três categorias, durante o verão e o inverno (Capítulo I 

dessa tese) foram avaliados quanto ao conteúdo de mtDNA. Todas as avaliações foram feitas 

com oócitos únicos. Os resultados obtidos estão parcialmente de acordo com as hipóteses pré-

estabelecidas, uma vez que a redução do número de cópias de mtDNA foi observada 

exclusivamente nos oócitos coletados de vacas RS durante o verão. Assim, pode-se dizer que 

durante o verão, oócitos de vacas RS continham menor conteúdo de mtDNA do que oócitos 

de novilhas (P = 0,01) ou de vacas PL (P = 0,0008; Figura 3.1). Além disso, considerando-se 

apenas a categoria RS, houve uma redução de 1,72 vezes (P = 0,0004) no conteúdo de 

mtDNA dos oócitos quando estes foram coletados durante o verão em relação ao inverno 

(Figura 1). Esse resultado é sugestivo de que haja maior comprometimento na qualidade dos 

gametas de RS durante o verão do que nas demais categorias. 

Sabe-se que o mtDNA codifica 13 dos 80 polipeptídios envolvidos na OXPHOS, além 

de 22 tRNAs e 2 rRNAs envolvidos no processo de tradução dos mRNAs mitocondriais 

(LARSSON; CLAYTON, 1995). Em outras palavras, a função mitocondrial depende de uma 

comunicação cadenciada entre o nDNA e as cópias de mtDNA. Em bovinos, como o número 

de mitocôndrias parece permanecer constante até o período de desenvolvimento embrionário 

inicial (MAY-PANLOUP et al., 2005b; CHIARATTI et al., 2010), a quantidade de 

mitocôndrias presentes nos oócitos deve ser suficiente para popular cada blastômero e suprir a 

ATP requerida para a formação de blastocistos viáveis [revisado por Dumollard, Dunchen & 

Carroll (2007)]. Em camundongos isso é ainda mais crítico, pois o número de mitocôndrias 

parece ficar constante até o período pré-implantacional (CHIARATTI; MEIRELLES, 2010; 

WAI et al., 2010). Em ambas as espécies, um mínimo número de cópias de mtDNA deve ser 

necessário para garantir o desenvolvimento normal enquanto a replicação de mtDNA não é 

reativada (CHIARATTI; MEIRELLES, 2010). Assim, parece lógico que quantidades 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s ã o   P á g i n a  | 92 

 

 

insuficientes de mtDNA nos oócitos podem comprometer a produção de energia e, 

consequentemente, o desenvolvimento embrionário subsequente. 

 

Figura 3.1 -  Conteúdo relativo de mtDNA em oócitos de vacas repetidoras de serviço (RS), vacas 
próximas ao pico em lactação (PL) e novilhas (N) Holandesas durante o verão e o 
inverno. Pirassununga, 2010 a 2011 

 

 

 

De fato, grande quantidade de mitocôndrias é acumulada durante a oogênese enquanto 

o folículo cresce (CAO et al., 2007; ZENG et al., 2009), enfatizando a importância potencial 

do conteúdo de mtDNA  para o desenvolvimento embrionário inicial [revisado por Smith, 

Thundathil & Filion (2005) e May-Panloup et al. (2007)]. Muito se tem especulado sobre uma 

possível correlação do número de cópias de mtDNA com o potencial do oócito em se tornar 

um blastocisto competente a implantar-se no útero. Embora ainda haja carência de estudos 

que demonstrem o que determina a variação no número de cópias de mtDNA nos oócitos e 

seu efeito no desenvolvimento embrionário, numerosos autores já associaram o número de 

cópias de mtDNA à fertilidade em diversas espécies (REYNIER et al., 2001; MAY-

PANLOUP et al., 2005a; EL SHOURBAGY et al., 2006; SANTOS; EL SHOURBAGY; ST. 

JOHN, 2006), inclusive em bovinos (TAMASSIA et al., 2004b; HUA et al., 2007; IWATA et 

al., 2011). Nesse contexto, foi previamente demonstrado que a transferência de citoplasma 

pode ser um meio para resgatar completamente oócitos com comprometimento em seu 
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desenvolvimento, seja por transferir mitocôndrias saudáveis ou outros fatores citoplasmáticos 

(CHIARATTI et al., 2011). 

Os achados supracitados corroboram os resultados do presente estudo, no qual oócitos 

coletados de vacas RS durante o verão contiveram menor conteúdo de mtDNA e foram 

associados a menores taxas de produção de blastocistos in vitro e maiores taxas de 

fragmentação nuclear. Ou seja, o comprometido da competência de desenvolvimento desses 

gametas pode estar relacionado ao seu reduzido número de cópias de mtDNA.  

A avaliação absoluta da quantidade de mtDNA realizada no presente estudo visou a 

confirmação dos resultados obtidos na quantificação relativa ora reportada  e, portanto, foi 

realizada apenas durante o verão (Figura 3.2). Nessa avaliação, encontrou-se redução 

numérica do conteúdo de mtDNA nos oócitos de vacas RS em relação as demais categorias 

(PL e novilhas). No entanto, devido à escassez de para a realização desta análise, não foi 

possível detectar diferença estatística nessa comparação. De qualquer maneira, com base na 

quantificação relativa, pode-se inferir que o comprometimento da qualidade oocitária desses 

animais pode estar relacionada a seu reduzido número de cópias de mtDNA.  

 

Figura 3.2 -  Conteúdo absoluto de mtDNA em oócitos de vacas repetidoras de serviço (RS), vacas 
próximas ao pico em lactação (PL) e novilhas (N) Holandesas durante o verão. 
Pirassununga, 2010 a 2011 
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Com o intuito de melhor investigar a relação entre o número de cópias de mtDNA e a 

competência oocitária de vacas RS, a expressão de genes envolvidos na replicação e 

transcrição do mtDNA foi realizada (Figura 3.3). Os oócitos usados para esse propósito foram 

os mesmos utilizados nas análises de quantificação relativa de mtDNA. Mais uma vez, a 

hipótese do presente estudo foi parcialmente aceita, pois apenas oócitos coletados de vacas 

RS durante o verão apresentaram alterações do perfil de expressão desses genes, o que se 

assemelha ao resultado obtido na quantificação do mtDNA. Assim, foi evidenciado que 

oócitos de vacas RS em estresse térmico possuem maior expressão dos genes nucleares 

PPARGC1A (Figura 3.3a), NRF1 (Figura 3.3b), TFAM (Figura 3.3c), POLG (Figura 3.3d) e 

POLG2 (Figura 3.3e) em relação aos oócitos de vacas PL e novilhas coletados em mesma 

estação. Por outro lado, a expressão do gene mitocondrial MT-CO1 (comumente conhecido 

como COX1) sofreu upregulation nos oócitos de vacas RS comparada aos de PL, 

independente de estação (Figura 3f).  
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Figura 3.3 -  Expressão do PPARGC1A (a), NRF1 (b), TFAM (c), POLG (d), POLG2 (e) e MT-CO1 

em oócitos coletados de vacas Holandesas repetidoras de serviço (RS), vacas 

próximas ao pico em lactação (PL) e novilhas (N), durante o verão e o inverno. 

Pirassununga, 2010 a 2011 
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Esses resultados fornecem indícios da ativação de mecanismos compensatórios em 

resposta a reduzida quantidade de mtDNA encontrada nos oócitos de vacas RS em estresse 

térmico. Essa conclusão é apoiada pela correlação negativa e altamente significante observada 

entre o conteúdo de mtDNA e a expressão de  PPARGC1A (r = -0,39; P = 0,0005), NRF1 (r = 

-0,37; P = 0,001), TFAM (r = -0,46; P = 0.0001), POLG (r = -0,51; P = 0,0001) e POLG2 (r = 

-0,48; P = 0,0001). Assim, o aumento da expressão de genes que controlam a replicação e 

transcrição de mtDNA nos oócitos coletados de vacas RS durante o verão pode ter levado a 

um aumento da taxa de transcrição do mtDNA, conforme indicado pela upregulation de MT-

CO1, para compensar o baixo número de cópias de mtDNA neles presente. Essa resposta 

pode ilustrar uma tentativa do oócito em aumentar o aparato necessário para garantir uma 

eficiente OXPHOS e, assim, suficiente geração de energia para suprir as necessidades 

metabólicas durante a fase de desenvolvimento embrionário inicial. 

Recentemente, foi relatado que o desenvolvimento de embriões que passaram por 

depleção parcial de seu conteúdo de mtDNA foi acompanhado por aumento da expressão dos 

genes TFAM e NRF1, que sabidamente controlam a replicação e transcrição de mtDNA, 

reestabelecendo seu  conteúdo de mtDNA. Assim, pode-se especular que os oócitos de vacas 

RS do presente estudo estejam respondendo de forma semelhante ao baixo conteúdo de 

mtDNA, ou seja, estão ativando a via de replicação e transcrição compensatoriamente.  

Sabe-se que em nível nuclear, o PPARGC1A regula a expressão dos fatores de 

respiração nuclear 1 e 2 (NRF1 e NRF2) que, por sua vez, coordenam, também no núcleo, a 

expressão de polipeptídios da OXPHOS bem como fatores que controlam a replicação, 

transcrição e tradução do mtDNA (KELLY, D. P.; SCARPULLA, 2004; SMITH; 

THUNDATHIL; FILION, 2005; SCARPULLA, 2008b; a). O TFAM, por sua vez, é uma 

proteína codificada no núcleo que tem função de fator de empacotamento do mtDNA 

(FISHER et al., 1992) e fator de transcrição, promovendo e regulando a replicação e 

transcrição do mtDNA (CHANG; CLAYTON, 1984). A replicação do mtDNA é conduzida 

por uma DNA polimerase específica (POLG) que também é codificada pelo núcleo. No 

presente estudo, todos os genes nucleares analisados apresentaram consistente aumento de 

expressão em oócitos de RS em estresse térmico. Estes genes estão envolvidos em diversos 

pontos da via de replicação e transcrição do mtDNA, alguns inclusive com relação causa-

efeito bastante evidente (aumento de NRF1 em resposta ao aumento de PPARGC1A). 

Portanto, essa resposta coordenada em termos de expressão gênica fortalece a possibilidade de 

ocorrência da ativação de mecanismos para compensar a queda do conteúdo de mtDNA 

presente nestes oócitos. 
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Outra informação interessante é que nos oócitos de vacas PL e novilhas a expressão 

desses genes nucleares (com exceção do POLG em oócitos de vacas PL) sofreu 

downregulation durante o inverno comparativamente ao verão. No entanto, em oócitos de RS 

esse fenômeno não foi observado. A deficiência em armazenar mRNA suficiente devido ao 

estresse térmico pode ser uma possível explicação para esse achado. Sabe-se que durante o 

desenvolvimento oocitário e follicular, o oócito acumula mRNA materno e proteínas. O 

mRNA armazenado tem papel crítico durante o período de maturação, fecundação e clivagens 

iniciais do embrião até que o genoma embrionário seja ativado (HYTTEL et al., 2001). Em 

outras palavras, o acúmulo de mRNA materno durante o crescimento folicular possibilita que 

oócito adquira competência de desenvolvimento embrionário (TROUNSON; ANDERIESZ; 

JONES, 2001). A ocorrência de perturbações a fisiologia do oócito durante o período de 

desenvolvimento folicular, como é o caso do estresse térmico (ROTH et al., 2000) pode 

potencialmente acarretar em redução da competência oocitária de fecundação e subsequente 

desenvolvimento. Portanto, o estresse térmico pode ter comprometido o adequado acúmulo de 

mRNA (inclusive dos genes mitocondriais) nos oócitos de vacas PL e novilhas, o que 

determinou a baixa expressão desses genes durante o verão. 

Em estudo recente (GENDELMAN; ROTH, 2012) não foram observadas alterações 

dos genes MOS, GDF9, POU5F1 e GAPDH em oócitos em vesícula germinativa quando estes 

foram coletados no verão e no inverno. No entanto, baixa (P < 0,05) expressão desses genes 

foi detectada nos oócitos coletados no verão quando já estavam em fase de maturação, 

evidenciando que o efeito deletério do estresse térmico pode ser mais tardio. Redução do 

mRNA de alguns desses transcritos foi também observada em estádios subsequentes de duas, 

quatro e oito células e até mesmo na fase de blastocisto. Assim, foi demonstrado que a 

exposição de um pool ovariano de oócitos ao estresse térmico ambiental parece prejudicar o 

armazenamento de mRNA materno e/ou o mecanismo de renovação por transcrição, afetando 

a expressão gênica antes e depois da ativação do genoma embrionário. Esse 

comprometimento pode explicar parcialmente o efeito residual do estresse térmico do verão 

(após término do estresse) na taxa de concepção de vacas leiteiras.  

No presente estudo, alterações na expressão de transcritos podem ser observadas já na 

fase de oócito em vesícula germinativa, o que possivelmente deva ter se refletido nas fases 

subsequentes como no estudo citado anteriormente. A diferença entre estes estudos pode 

residir na intensidade e duração do estresse ambiental. No estudo anterior a temperatura 

máxima no verão foi referida como 33ºC, enquanto no presente estudo esta foi superior a 

39ºC e com maior umidade. Além disso, no presente estudo os oócitos foram coletados 
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quando as vacas e novilhas já estavam há três meses em condição de estresse (crônico), 

enquanto no anterior não houve controle do tempo de exposição (ovários de abatedouro). De 

qualquer maneira, em ambos os estudos, a taxa de clivagem não sofreu alteração pelo estresse 

térmico, mas foi observada redução da taxa de blastocistos quando os oócitos foram coletados 

no verão. Assim, pode-se especular que a exposição ao estresse térmico pode atrapalhar o 

acúmulo de mRNA necessário para o desenvolvimento embrionário ou atrapalhar os 

mecanismos de renovação do mRNA e que esses efeitos deletérios podem ser observados em 

fases iniciais (vesícula germinativa) ou mais tardias de acordo com a intensidade e duração do 

estresse. Em ambos os casos o desenvolvimento embrionário é prejudicado. 

Visando investigar se a baixa competência oocitária evidenciada em oócitos de RS 

durante o verão (capítulos anteriores) poderia estar também relacionada a alterações na 

expressão de genes relacionados à cadeia apoptótica, os genes ITM2B (Figura 3.4a), BAX 

(Figura 3.4b) e BCL-2 (Figura 3.4c) foram avaliados. Semelhante ao observado nos genes 

nucleares relacionados ao mtDNA, a expressão de ITM2B e BAX foi aumentada durante o 

verão em oócitos de vacas RS comparadas a vacas PL e novilhas. Além disso, diferentemente 

dos oócitos de RS, os oócitos de PL e novilhas apresentaram downregulation de ITM2B e 

BAX durante o verão em comparação ao inverno, o que está inversamente correlacionado com 

o conteúdo relativo de mtDNA (r = -0.42 e r = -0.45, respectivamente; P < 0,0002). Portanto, 

de forma semelhante aos genes nucleares mitocondriais, o padrão de expressão dos genes 

apoptóticos é diferente entre oócitos de RS e das demais categorias no verão, o que pode 

explicar em parte a diferente qualidade oocitária entre elas durante o estresse térmico. 

Com relação à expressão de BCL-2, transcritos deste gene foram encontrados em 

apenas um dos 15 oócitos de novilhas analisados durante o verão. Por essa razão, não foi 

possível incluir os oócitos de novilhas coletados durante o verão nas análises subsequentes 

relacionadas à razão entre BAX e BCL-2 (BAX/BCL-2). Quando oócitos de RB, PL e novilhas 

foram comparados exclusivamente durante o inverno, nenhum efeito foi observado na 

expressão de BCL-2 (P = 0,61). Além disso, nenhum efeito foi observado na expressão de 

BCL-2 quando oócitos coletados durante o verão e inverno foram coletados de RS e PL 

(figura 4c). Como parte dos oócitos coletados durante o verão (PL = 12/18 e RS = 9/17) e o 

inverno (novilhas = 5/17, PL = 5/16 e RB = 9/17) também falharam em expressar BCL-2, a 

análise acurada desse gene não pode ser realizada nesse estudo. No entanto, a avaliação da 

razão BAX/BCL-2 evidenciou aumento (P = 0,0038) em oócitos coletados de RS do que 

naqueles coletados de PL (Figura 3.4d), independente de estação. 
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Figura 3.4 -  Expressão de ITM2B (a), BAX (b), BCL-2 (c) e razão de expressão entre BAX e BCL-2 
(d) em oócitos de vacas Holandesas repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico de 
lactação (PL) e novilhas (N) durante o verão e o inverno. Pirassununga, 2010 a 2011  

 

 

 

As proteínas da família BCL2, dentre elas a BAX (pró-apoptótica) e a BCL2 (anti-

apoptótica), regulam a apoptose por integrarem os sinais de sobrevivência e morte gerados 

dentro e fora da célula (ADAMS; CORY, 1998). Em resposta a estímulos apoptóticos, a BAX 

é translocada para a membrana mitocondrial (BETTAIEB; AVERILL-BATES, 2005; 

STANKIEWICZ et al., 2005), levando à abertura dos poros transmembrânicos de 

permeabilização (QIAN et al., 2004; BETTAIEB; AVERILL-BATES, 2005; 

STANKIEWICZ et al., 2005) e à liberação do citocromo c (QIAN et al., 2004; BETTAIEB; 

AVERILL-BATES, 2005; WADA et al., 2005).  

Já foi discutido anteriormente que a razão entre essas duas classes (pró e anti-

apoptótica) é um grande determinante de sobrevivência ou morte celular por estímulo 

apoptótico (MOTYL, 1999). Portanto, a maior razão BAX/BCL-2 encontrada nos oócitos de 

vacas RS no presente estudo pode ser um indicativo que a via pró-apoptótica esteja sendo 
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ativada. A maior expressão de ITM2B também observada nos oócitos de RS coletados durante 

o verão dá suporte a essa suposição, uma vez que estudos prévios demonstraram que a 

associação entre ITM2B e mitocôndria está correlacionada com a perda de potencial de 

membrana mitocondrial, liberação de citocromo c e, consequentemente, indução de apoptose 

(FLEISCHER; AYLLON; REBOLLO, 2002).  

Em suma, a upregulation de ITM2B e BAX e o aumento da razão BAX/BCL2 fornecem 

evidências da ocorrência de apoptose em oócitos recuperados vacas RS durante o verão. Essa 

upregulation pode ser uma consequência da queda do conteúdo de mtDNA no oócito de vacas 

RS durante o verão, já que tanto o ITM2B (r = -0,42; P < 0,0001) quanto o BAX (r = -0,45; P = 

0,0002) foram negativamente correlacionados ao conteúdo de mtDNA. Alternativamente, a 

correlação positivo de ITM2B e BAX com PPARGC1A, NRF1, TFAM, POLG, POLG2 e MT-

CO1 sugere que a upregulation de genes apoptóticos pode ser consequência do aumento da 

expressão de genes relacionados ao mtDNA. 

As HSP são chaperonas que promovem a proteção celular contra o dano pelo calor, 

prevenindo a desnaturação proteica (KIANG; TSOKOS, 1998; KREGEL, 2002). Foi 

mostrado previamente que sua transcrição é aumentada pelo choque térmico, bem como por 

outros agentes estressores (KIANG; TSOKOS, 1998), e que pode ser usada como um 

indicador de estresse em embriões bovinos (WRENZYCKI et al., 2001). No presente estudo, 

foi observada downregulation dos genes HSPA1AB e HSP90AA1 nos oócitos coletados de 

vacas PL e novilhas durante o verão (em relação ao inverno) e maior expressão desses genes 

em oócitos de vacas RS em estresse térmico, seguindo o padrão observado para a maioria dos 

genes analisados previamente (Figura 3.5).  

 

Figura 3.5 -  Expressão do HSPA1AB e HSP90AA1 em oócitos de vacas Holandesas repetidoras de 
serviço (RS), próximas ao pico de lactação (PL) e novilhas (N) no verão e no inverno. 
Pirassununga, 2010 a 2011 
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Na maioria dos estudos com estresse térmico, seja em oócitos, embriões ou células 

somáticas, in vivo ou in vitro, relata-se aumento da expressão das HSP frente a esse estímulo. 

Essa resposta parece bastante lógica, já que pequenas alterações térmicas já são suficientes 

para causar grandes alterações na conformação de proteínas como desnaturação, 

entrelaçamento ou agregação inespecífica (WELCH; SUHAN, 1985; SZALAY et al., 2007; 

TOIVOLA et al., 2010). A produção de chaperonas previne a formação destes agregados 

proteicos não específicos e auxiliam na aquisição da conformação nativa das proteínas 

(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010), sendo a principal linha de defesa da célula ao 

estresse térmico.  

Em estudos prévios foi relatado que o aumento da expressão gênica de HSP em 

resposta ao estresse térmico é rápido e transitório (RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 

2010). Por exemplo, quando as condições de crescimento fisiológico (25°C) de células de 

levedura é alterado para condições de choque térmico (37°C), a expressão da maioria das HSP 

é aumentada rapidamente, atingindo níveis máximos após 10 a 15 minutos (EISEN et al., 

1998). De forma semelhante, a maioria dos trabalhos em bovinos que mostram aumento da 

expressão de HSP está relacionada a condições de estresse térmico agudo. Como no presente 

estudo optou-se por trabalhar com animais que já estavam em estresse térmico crônico (há 

cerca de três meses), pode-se especular que tenha havido uma elevação imediata da 

transcrição dos genes HSPA1AB e HSP90AA1 no início da exposição ao estresse térmico 

conforme descrito acima e, portanto, que o pico de transcrição já tenha ocorrido. Isso pode 

explicar a reduzida expressão de HSPA1AB e HSP90AA1 observada nos oócitos coletados de 

vacas PL e novilhas. 

Essa baixa expressão de HSPA1AB e HSP90AA1 também pode ser reflexo dos efeitos 

do estresse térmico crônico sobre a capacidade de síntese e armazenamento de mRNA 

materno durante o crescimento dos oócitos (GENDELMAN; ROTH, 2012), que pode estar 

sendo afetado desde a fase de folículo secundário. Como o acúmulo de mRNA é fundamental 

na aquisição de competência oocitária (TROUNSON; ANDERIESZ; JONES, 2001), essas 

alterações podem estar potencialmente reduzindo sua qualidade (GENDELMAN; ROTH, 

2012). Assim, a baixa expressão de HSPA1AB e HSP90AA1 em oócitos cronicamente 

expostos ao estresse térmico pode ser em parte resultante da incapacidade de acúmulo de 

mRNA por este gameta, o que reduz sua qualidade e corrobora a baixa produção embrionária 

observada no presente estudo.  

Adicionalmente, em outro estudo, a distribuição de HSP70 no ooplasma de oócitos 

imaturos e maturos não foi afetada pela exposição in vitro destes a elevadas temperaturas 
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(KAWARSKY; KING, 2001). Quando embriões foram expostos às mesmas condições de 

estresse, houve aumento da transcrição desse gene, indicando sua competência de resposta 

frente ao agente agressor, o que não ocorreu em oócitos. Juntos, este estudo e os resultados 

apresentados nesta tese, são sugestivos de que a termolabilidade oocitária pode ocorrer devido 

a ausência de capacidade de indução da transcrição de HSP frente ao estesse térmico, 

reduzindo assim a ativação de mecanismos protetores e, consequentemente, reduzindo a 

competência do oócito. Isso pode explicar a reduzida taxa de blastocistos produzidos in vitro 

relatadas previamente tanto quando a exposição dos oócitos ao estresse térmico foi feita antes 

(presente estudo) quanto depois (EDWARDS; HANSEN, 1996) da OPU. 

É conhecido que as chaperonas já estão presentes em altos níveis em condições 

fisiológicas por serem necessárias à organização da estrutura tridimensional das proteínas 

(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Assim, o aumento da necessidade por 

chaperonas durante algum tipo de estresse reflete o fato de serem requeridas em grande 

quantidade em relação às proteínas desnaturadas (HEIKKILA et al., 1982; COURGEON; 

MAISONHAUTE; BEST-BELPOMME, 1984; YURA et al., 1984; MICHEL; STARKA, 

1986; RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Pode-se especular que, no presente 

estudo, o aumento da expressão das HSP estudadas esteja ocorrendo exclusivamente nos 

oócitos de vacas RS coletados no verão pela somatória dos efeitos do estresse térmico na 

desnaturação proteica e a presença de algum outro fator estressante exclusivo das RS. Foi 

relatado, por exemplo, que distúrbios metabólicos periparto como distocia e retenção de 

placenta aumentam o risco da ocorrência de repetição de serviços (BONNEVILLE-HEBERT 

et al., 2011); e que o excesso de oócitos anormais observado em RS estava associado com 

elevadas concentrações plasmáticas de uréia (KURYKIN et al., 2011). Nesse sentido, os 

oócitos de vacas RS coletados no verão podem estar expostos a uma somatória de agentes 

estressores que estejam estimulando upregulation desses genes. No entanto, apesar da 

ativação de mecanismos protetores, a qualidade oocitária dessas vacas é comprometida.  

Finalmente, observou-se que os genes ACTB, GAPDH e HIST1H2AG não tiveram o 

comportamento de genes endógenos esperado, ou seja, a expressão desses genes foi alterada 

pelas condições testadas no estudo (categoria e estação). O padrão de expressão desses genes 

foi muito semelhante ao padrão encontrado para os genes nucleares relacionados à função 

mitocondrial, apoptose e estresse térmico (Figura 3.6), ou seja, a expressão de ACTB, GAPDH 

e HIST1H2AG foi aumentada durante o verão nos oócitos de vacas RS em relação aos oócitos 

de vacas PL e novilhas. Além disso, redução da expressão desses genes também foi observada 

no verão em relação ao inverno nos oócitos de vacas PL e novilhas, o que não foi visto nas 
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RS. A expressão de ACTB, GAPDH e HIST1H2AG apresentou correlação negativa com a 

quantidade de mtDNA e positiva com todos os genes descritos acima, apoiando potente efeito 

do estresse térmico na qualidade oocitária de vacas RS.  

O fato de terem sido usados oócitos individuais e dos genes ACTB, GAPDH e 

HIST1H2AG terem comportamento consistente com os demais minimiza a importância do uso 

desses genes como endógenos. Seu uso seria interessante somente para corrigir para uma 

possível degradação de RNA enquanto as amostras foram estocadas a -80C. De qualquer 

maneira, a expressão de sete outros genes recentemente sugeridos como endógenos 

(GOOSSENS et al., 2005; BETTEGOWDA et al., 2006; MAMO et al., 2011; 

GENDELMAN; ROTH, 2012) será avaliada para tornar o trabalho ainda mais confiável  

 
Figura 3.6 -  Expressão do ACTB (a), GAPDH (b) e HIST1H2AG (c) em oócitos de vacas Holandesas 

repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico de lactação (PL) e novilhas (N) no verão e 
no inverno. Pirassununga, 2010 a 2011 

 

 

 

É importante ressaltar que devido a essa forte alteração na expressão dos genes que 

seriam utilizados como controle interno (ACTB, GAPDH e HIST1H2AG), este uso foi evitado 

e esses genes foram considerados apenas como outros genes alvo em nosso estudo. 
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16 CONCLUSÕES 

  

 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo é possível concluir que durante o 

verão há indícios da ativação de mecanismos compensatórios da deficiência da função 

mitocondrial (menor número de cópias de mtDNA e maior expressão de genes nucleares 

relacionados à sua replicação/transcrição: PPARGC1A, NRF1, TFAM, POLG e POLG2) nos 

oócitos de vacas RS em comparação as demais categorias (PL e novilhas). A upregulation 

desses genes pode ser uma estratégia compensatória para garantir a geração de energia para 

suprir as necessidades metabólicas durante a fase de desenvolvimento embrionário inicial. Há 

também indícios da ativação da via pró-apoptótica em oócitos de vacas RS coletados durante 

o verão (maior relação BAX/BCL-2 e maior expressão de ITM2B e BAX). Essa upregulation 

pode ser uma consequência do reduzido conteúdo de mtDNA e do aumento da expressão de 

genes relacionados ao mtDNA nos oócitos de vacas RS durante o verão, já que tanto o ITM2B 

quanto o BAX foram negativamente correlacionados ao conteúdo de mtDNA e positivamente 

correlacionados com PPARGC1A, NRF1, TFAM, POLG, POLG2 e MT-CO1. Maior 

expressão dos genes HSPA1AB e HSP90AA1 também foi detectada nos oócitos coletados de 

vacas RS durante o verão em relação às demais categorias, seguindo o padrão observado para 

a maioria dos genes analisados previamente, se correlacionando positivamente a todos eles e 

negativamente ao conteúdo de mtDNA. Nesse caso, o aumento de transcrição de chaperonas 

pode ser uma resposta protetora à exposição desses oócitos a uma somatória de fatores 

estressores (estresse térmico e outros que podem estar presentes nas RS). A expressão de 

ACTB, GAPDH e HIST1H2AG também foi aumentada durante o verão nos oócitos de vacas 

RS em relação aos oócitos de vacas PL e novilhas. Portanto, para todos os genes avaliados 

houve padrão semelhante de expressão nas distintas categorias e estações, sendo que a 

upregulation desses transcritos foi evidenciada em oócitos de RS em estresse térmico, 

podendo estar relacionada à baixa competência de desenvolvimento desses gametas. 

 

 



 

 

  

CAPÍTULO IV 

    

TTTTaxa de concepção de vacas repetidoras de axa de concepção de vacas repetidoras de axa de concepção de vacas repetidoras de axa de concepção de vacas repetidoras de 

serviçoserviçoserviçoserviço,,,,    eeeemmmm    pico de lactaçpico de lactaçpico de lactaçpico de lactaçãoãoãoão    e novilhas e novilhas e novilhas e novilhas 

submetidas submetidas submetidas submetidas ao mesmo protocolo deao mesmo protocolo deao mesmo protocolo deao mesmo protocolo de    IATF IATF IATF IATF 

utilizando mesma partida de utilizando mesma partida de utilizando mesma partida de utilizando mesma partida de sêmensêmensêmensêmen    

no verão e no invernono verão e no invernono verão e no invernono verão e no inverno    
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17 JUSTIFICATIVA 

 

 

 A sazonalidade da taxa de concepção de vacas RS já foi relatada em estudos 

retrospectivos. No entanto, esses estudos não são delineados para avaliar precisamente 

determinadas respostas. Em outras palavras, vacas que foram inseminadas após observação de 

cio ou sincronizadas para IATF com diferentes protocolos foram avaliadas, não havendo 

distribuição homogênea do sêmen ou contemporaneidade entre os grupos. Assim, o presente 

estudo foi conduzido prospectivamente visando à obtenção de uma resposta mais confiável 

acerca do comportamento da taxa de concepção de vacas RS durante o verão e o inverno, 

comparando-as a vacas PL e novilhas.  
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18 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

18.1 LOCAL E PERÍODO DE EXECUÇÃO 

 

 

O presente estudo, que inclui um teste de concepção, foi realizado de agosto a 

setembro de 2010 e 2011 (período denominado inverno) e de março a abril de 2011 (período 

denominado verão). Os animais utilizados eram propriedade da Fazenda Santa Rita do Iguaçú, 

município de Céu Azul (25°8′59″S 53°50′44″O) e das Fazendas Frisia e São Cristóvão, 

município de Carambeí (24°56′59″S 50°6′35″O), ambas no estado do Paraná. 

 

 

18.2 ANIMAIS E INSTALAÇÕES 

 

 

 Os rebanhos das fazendas utilizadas nesse estudo (Santa Rita do Iguaçú, São Cristóvão 

e Frisia, respectivamente) eram compostos por 540, 327 e 205 vacas Holandesas em lactação, 

com produção média de 32,2, 31,3 e 32,1 kg de leite por dia. Para a inclusão dos animais no 

estudo foram obedecidos critérios de seleção de acordo com sua categoria, incluindo idade 

(novilhas), produção leiteira, DEL e número de eventos reprodutivos (vacas). Inicialmente, 

600 fêmeas foram incluídas no trabalho, no entanto, parte delas foi excluída das análises por 

motivos diversos, como falha em um ou mais tratamentos, alteração do horário de 

inseminação, perda do dispositivo de progesterona, problemas de saúde, descarte ou morte. 

Assim, o número final de animais contemplado na avaliação da taxa de concepção à IATF foi 

de 580, sendo 233 vacas RS, 198 vacas PL e 140 novilhas. Parte dessas fêmeas foi avaliada 

durante o verão (119 RS, 88 PL e 78 novilhas) e parte no inverno (114 RS, 110 PL e 71 

novilhas).  

Quanto ao alojamento e a alimentação dos animais, o manejo já estabelecido nas 

propriedades em que foi realizado o experimento foi mantido, sendo que fêmeas em lactação 

(PL e RS) foram mantidas em freestalls (baias de estabulação livre) com acesso a um piquete 

adjacente com pastagem e água ad libitum e novilhas foram alojadas em piquetes com áreas 

de sombreamento água ad libitum e regime de semi-confinamento. A ração total foi 

formulada para alcançar ou exceder os requerimentos nutricionais mínimos para cada 
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categoria: novilhas (14% PB, 26,7% FDA e 47% FDN) e vacas Holandesas em lactação (18% 

PB, 21,2% FDA e 34,4% FDN) pesando 650 kg e produzindo 45 kg de leite com gordura 

corrigida para 3,5% quando consumindo 26 kg de MS/d (NRC, 2001). As vacas em lactação 

foram ordenhadas três vezes ao dia, com intervalo médio de oito horas entre duas ordenhas 

consecutivas. 

 

 

18.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

O presente experimento foi delineado em fatorial 3 X 2 (categoria da fêmea x estação 

do ano). Fêmeas das três categorias foram submetidas a protocolos de sincronização da 

emergência de onda folicular e ovulação para IATF nas duas estações propostas, nas três 

fazendas descritas acima. Em cada réplica, números similares de vacas RS, PL e novilhas 

passaram pelos mesmos procedimentos e foram inseminadas sem a observação de estro. 

 

 

18.4 SINCRONIZAÇÃO DA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR E OVULAÇÃO 

 

 

 Todas as fêmeas receberam em dia aleatório do ciclo estral (D0), um dispositivo 

intravaginal de progesterona (Sincrogest®, OuroFino Saúde Animal, Brasil) e 2 mg de BE 

(Sincrodiol®, OuroFino Saúde Animal, Brasil) i.m.. No D7, 500 µg de cloprostenol sódico 

(Sincrocio®, OuroFino Saúde Animal, Brasil) foram administradas i.m. e no D8, o dispositivo 

de progesterona foi removido juntamente à administração de 1 mg de cipionato de estradiol 

(produto cedido pela OuroFino Saúde Animal, Brasil) i.m. Passadas 48 horas da retirada do 

dispositivo de progesterona, 100 µg de acetato de buserelina (GnRH; Sincroforte®, OuroFino 

Saúde Animal, Brasil) i.m. foram administrados e a IATF foi realizada (Figura 4.1). O sêmen 

utilizado em todas as IATF foi proveniente de uma única partida do mesmo touro da raça 

Holandês Preto e Branco (Kane 014HO04368, Accelerated Genetics®, Baraboo, WI, EUA). 
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Figura 4.1 -  Desenho esquemático do delineamento experimental. Sincronização da emergência de 

onda folicular e ovulação para inseminação artificial em tempo fixo (IATF). BE = 
benzoato de estradiol; PGF2α = prostaglandina F2α; CE = cipionato de estradiol. Céu 
Azul e Carambeí, 2010 a 2011 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

BE = benzoato de estradiol; PGF2α = prostaglandina F2α; CE = cipionato de estradiol. 

 

 

18.5 AVALIAÇÃO ULTRASSONOGRÁFICA 

 

 

O diagnóstico de gestação foi realizado por ultrassonografia de 35 a 40 dias após a 

IATF em todas as fêmeas. 

 

 

18.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os testes de normalidade dos resíduos e homogeneidade das variâncias foram 

realizados utilizando o Guide Data Analysis do SAS. A TR foi analisada por ANOVA, 

usando o procedimento GLIMMIX do SAS, versão 9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, 

NC). A variável binomial, taxa de concepção, foi analisada por regressão logística, usando o 

procedimento GLIMMIX do SAS.    

Diferenças com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas 

significativas. Os valores foram expressos como média ± E.P.M.. 
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19 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

A repetição de serviços e o estresse térmico são importantes fatores que afetam 

negativamente a fertilidade de vacas leiteiras. No entanto, nenhum estudo prospectivo prévio 

comparou as taxas de concepção de vacas RS, PL e novilhas submetidas ao mesmo protocolo 

de sincronização da ovulação para IATF e inseminadas com a mesma partida de sêmen do 

mesmo touro. Buscou-se com essa proposta, excluir fontes de variação comuns em trabalhos 

retrospectivos e obter, assim, resultados mais confiáveis acerca do impacto desses fatores na 

fertilidade. As características das vacas e novilhas que foram utilizadas no presente estudo 

estão apresentadas na tabela 4.1.  

 

Tabela 4.1 -  Variáveis produtivas e reprodutivas das vacas (repetidoras de serviço – RS e próximas 
ao pico de lactação – PL) e novilhas Holandesas utilizadas na avaliação da taxa de 
concepção nas diferentes estações. Céu Azul e Carambeí, 2010 a 2011 

 Novilhas PL RS 

 Inverno 
(n = 71) 

Verão 
(n = 78) 

Inverno 
(n = 110) 

Verão 
(n = 88) 

Inverno 
(n =114) 

Verão 
(n = 119) 

DEL  - - 115,2 ± 5,2 89,9 ± 2,7 324,5 ± 14,5 364,8 ± 15,1 

Produção de leite (kg) - - 42,6 ± 0,7 34,5 ± 1,0 32,0 ± 1,0 21,8 ± 0,8 

Serviços prévios (n) 0,52 ± 0,08 0,33 ± 0,06 0,97 ± 0,09 0,61 ± 0,07 5,5 ± 0,3 6,2 ± 0,3 

Lactações prévias (n) 0 0 2,0 ± 0,1 2,1 ± 0,1 2,1 ± 0,1 2,1 ± 0,1 

 

Não foi detectada interação entre categoria e estação para as variáveis analisadas. No 

entanto, houve evidente efeito de categoria na taxa de concepção, sendo esta superior em 

novilhas, seguida por PL e depois por RS, independente da estação do ano (Tabela 4.2 e 

Figura 4.2). Resultado semelhante foi observado quando se comparou a taxa de concepção de 

vacas RS e não-RS que foram inseminadas ou receberam embrião no verão e no inverno, 

conforme revisado por Baruselli et al. (2011). Assim, a baixa taxa de concepção de vacas RS 

em relação às demais categoria é consistente entre esse e outros previamente realizados, o que 

confirma a baixa fertilidade que caracteriza essa categoria.  

Efeito sazonal da taxa de concepção foi também observado, ou seja, maior taxa de 

concepção foi obtida no inverno e menor taxa no verão, independente da categoria estudada 
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(Tabela 4.2 e Figura 4.2). Esses dados corroboram achados de estudos retrospectivos 

realizados no Brasil, nos quais foram analisadas as taxas de concepção resultantes de 12.875 

IAs e 4.822 TEs em vacas em lactação (todos os serviços) e de 5.693 IAs e 3.858 TE em 

vacas repetidoras de serviço nas diferentes estações do ano entre 2001 e 2006 (RODRIGUES 

et al., 2007b; a).  

 

Tabela 4.2 -  Taxa de concepção (%) de vacas repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico de 
lactação (PL) e novilhas Holandesas sincronizadas para inseminação artificial em tempo 
fixo utilizando mesmo protocolo e mesma partida de sêmen, durante o verão e o 
inverno. Céu Azul e Carambeí, 2010 a 2011 

Categorias 

Novilha PL RS Valores de P 

43,0%a 

 

25,4%b 

 

16,7%c 

 

< 0,0001 

Estações 

Verão  Inverno  

30,8% 

 
 

21,8% 

 

0,05 

 
 
Figura 4.2 -  Taxa de concepção de vacas Holandesas repetidoras de serviço (RS), próximas ao pico 

de lactação (PL) e novilhas (Nov) no verão e no inverno. Céu Azul e Carambeí, 2010 a 
2011 
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Já está bem estabelecido que o desempenho reprodutivo de fêmeas bovinas pode ser 

severamente comprometido pelo estresse térmico (HANSEN et al., 2001). e que vacas em 

lactação possuem elevada taxa metabólica devido à produção de leite, o que reduz sua 

habilidade de dissipar o calor (KADZERE et al., 2002), aumentando sua temperatura corporal 

(DEMETRIO et al., 2007). De fato, os efeitos negativos da alta produção leiteira sobre a 

qualidade oocitária, a fecundação e o desenvolvimento embrionário inicial estão exacerbados 

durante o estresse térmico (HANSEN; ARECHIGA, 1999). No Capítulo 1 dessa tese 

observou-se que vacas em lactação (tanto RS quanto PL) aumentaram sua TC, TR e FR e 

reduziram a produção de blastocistos quando expostas ao estresse térmico crônico. As 

novilhas, apesar de somente terem aumentado sua TC, também apresentaram reduzidas taxas 

de blastocisto no verão. Esses dados corroboram os resultados do atual capítulo, uma vez que 

queda de concepção foi detectada em todas as categorias durante o verão. Sartori et al. (2002) 

também demonstraram aumento da TR muito mais intenso em vacas Holandesas em lactação 

do que em novilhas, em resposta a mesma elevação da temperatura ambiental. No entanto, 

redução da qualidade embrionária (avaliada pelo menor número de células embrionárias) foi 

reportada apenas em vacas, diferentemente dos dados ora encontrados. 

Há tempos refere-se que redução da fertilidade durante períodos de estresse térmico 

deva estar relacionada com a alta sensibilidade de oócitos e de embriões em fase inicial de 

desenvolvimento (EALY; DROST; HANSEN, 1993; AMBROSE et al., 1999; ROTH, 2008). 

Nos capítulos anteriores, evidências de comprometimento oocitário foram reforçadas pela 

baixa taxa de produção embrionária obtida quando oócitos foram coletado durante o verão, 

independente da categoria. Recentemente, o padrão sazonal observado na PIVE apoia a 

ocorrência de distúrbios oocitários pelo calor, uma vez que o efeito do estresse térmico in vivo 

no oócito se reflete na redução da produção in vitro de embriões (VIEIRA et al., 2011; 

PONTES et al., 2012 ). 
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20 CONCLUSÃO 

 

 

No presente estudo, observou-se baixa taxa de concepção de vacas RS em relação a 

vacas PL e novilhas tratadas com mesmo protocolo para IATF e inseminadas com mesma 

partida de sêmen do mesmo touro, reforçando dados previamente reportados. Além disso, o 

impacto negativo do verão sobre a taxa de concepção foi observado em todas as categorias, 

reforçando seu efeito deletério sobre a fertilidade de fêmeas bovinas da raça Holandesa. 
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21 CONSIDERAÇÕES FINAIS E IMPLICAÇÕES 

 

 

Quando expostas a condições de estresse térmico crônico, vacas RS e PL apresentam 

maior elevação da TC do que novilhas, ultrapassando os limites que determinam o início da 

retenção de calor, o que levou ao aumento da TR dessas categorias e, consequentemente, ao 

aumento da FR (mecanismo evaporativo para a perda de calor). A alta correlação entre a FR, 

TR e TC encontrada nas vacas RS e PL apoia essa conclusão. As novilhas, por sua vez, foram 

capazes de manter a TR e FR semelhantes no verão e no inverno, apesar de haver aumento da 

TC durante o verão. A maior sensibilidade de vacas lactantes ao estresse térmico 

possivelmente está relacionada à sua alta taxa metabólica, a qual é diretamente proporcional a 

sua produção leiteira. De maneira semelhante, o número de folículos visualizados no dia da 

OPU e o número de oócitos totais e viáveis foram menores durante o verão nas vacas RS e PL 

e relação às novilhas. É possível que a maior sensibilidade das vacas frente ao estresse 

térmico e a reduzida ingestão de matéria seca durante esse período tenham intensificado o 

BEN. Essa condição metabólica pode comprometer a responsividade hepática ao GH, 

resultando em reduzidas concentrações de IGF-I, hormônio este que está diretamente 

relacionado à quantidade e qualidade de folículos recrutados. 

Apesar de não alterar a taxa de clivagem, o estresse térmico in vivo (doadora de 

oócito) reduziu a taxa de blastocistos produzidos in vitro a partir de oócitos das três 

categorias. No entanto, em vacas RS essa redução foi mais acentuada, representando cerca de 

metade das taxas obtidas em PL e um terço das obtidas em novilhas. Além disso, durante o 

verão, maior porcentagem de núcleos fragmentados foi registrada nos embriões de RS em 

relação às novilhas, indicando que os efeitos deletérios do estresse térmico sobre os oócitos 

devam ser mais intensos nessas vacas. 

Nos oócitos de RS coletados durante o verão foram encontrados indícios da ativação 

de mecanismos compensatórios da deficiência da função mitocondrial (menor número de 

cópias de mtDNA e maior expressão de genes nucleares relacionados à sua 

replicação/transcrição: PPARGC1A, NRF1, TFAM, POLG e POLG2) em comparação as PL e 

novilhas. A upregulation desses genes pode ser uma estratégia para garantir a geração de 

energia para suprir as necessidades metabólicas durante a fase de desenvolvimento 

embrionário inicial. Indícios da ativação da via pró-apoptótica também foram observados nos 

oócitos dessas vacas RS durante o verão (maior relação BAX/BCL-2 e maior expressão de 
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ITM2B e BAX). Essa upregulation pode ser consequência do reduzido conteúdo de mtDNA e 

do aumento da expressão de genes relacionados ao mtDNA nos oócitos de vacas RS durante o 

verão, já que tanto o ITM2B quanto o BAX foram negativamente correlacionados ao conteúdo 

de mtDNA e positivamente correlacionados com PPARGC1A, NRF1, TFAM, POLG, POLG2 

e MT-CO1. Além disso, maior expressão dos genes HSPA1AB e HSP90AA1 foi detectada 

nesses mesmos oócitos, correlacionando-se positivamente aos demais e negativamente ao 

conteúdo de mtDNA. Nesse caso, o aumento de transcrição de chaperonas pode ser uma 

resposta protetora a exposição desses oócitos a uma somatória de fatores estressores (estresse 

térmico e outros que podem estar presentes nas RS). Finalmente, a expressão de ACTB, 

GAPDH e HIST1H2AG também foi aumentada durante o verão nos oócitos de vacas RS em 

relação aos de vacas PL e novilhas, seguindo padrão semelhante dos demais genes avaliados. 

Esses dados são indicativos que a baixa competência de desenvolvimento desses gametas 

esteja relacionada à upregulation dos transcritos estudados, uma vez que o aumento da 

expressão ocorreu exclusivamente em oócitos de RS em estresse térmico. Os efeitos deletérios 

do estresse térmico na qualidade oocitária, apesar de presentes em todas as categorias, são 

mais intensos em vacas RS, afetando consideravelmente sua produção de embriões.  

O uso de mesmo protocolo de sincronização da ovulação para IATF e mesma partida 

de sêmen de um único touro Holandês, permitiu a comparação das taxas de concepção de 

vacas RS, PL e novilhas inseminadas no verão e no inverno. Assim, uma avaliação mais 

precisa pode ser realizada com relação à fertilidade desses animais frente ao estresse térmico. 

Independente da estação avaliada, reduzidas taxas de concepção foram observadas em vacas 

RS em relação às demais categorias. Além disso, queda considerável dessa taxa foi detectada 

durante o verão em todas as categorias, a semelhança do que foi observado com as taxas de 

blastocisto relatadas previamente. 

Estudos complementares são necessários para que se possa determinar mais 

precisamente os mecanismos envolvidos na baixa fertilidade de RS e na queda de fertilidade 

durante o verão. A avaliação da expressão de genes oocitários relacionados com a maturação 

do oócito, bem como a aplicação da transferência de citoplasma para o estudo da influência de 

fatores citoplasmáticos na recuperação da competência de desenvolvimento desses gametas 

são alguns tópicos que devem ser abordados em pesquisas futuras. A elucidação desses 

mecanismos pode possibilitar o desenvolvimento de estratégias para contornar o problema da 

baixa fertilidade de RS e minimizar o impacto do estresse térmico na qualidade oocitária, 

subsequente desenvolvimento embrionário e prenhez.  
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