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Superestimulação ovariana com FSH em doadoras da raça Wagyu sobre a população 

folicular antral e a produção in vitro de embriões 

 

RESUMO 

 

 

A pecuária brasileira tem evoluído muito nos últimos anos, fato que posiciona o Brasil com o 

maior rebanho bovino comercial do mundo e segundo maior produtor, exportador e 

consumidor de carne bovina e o evidencia como país na produção de alimentos mundial. Por 

isso, pesquisadores desta cadeia produtiva vêm buscando tecnologias relacionadas a melhoria 

do manejo, sanidade, nutrição e reprodução, buscando aumentar a produção e, ao mesmo 

tempo tornar a agropecuária mais sustentável nos aspectos econômicos e ambientais.  Na 

esfera reprodutiva, a superovulação é uma etapa importante no programa de transferência de 

embriões, pois estimula o desenvolvimento de um maior número de folículos, resultando em 

mais embriões viáveis e melhores taxas de gestação. Contudo, a taxa de desenvolvimento de 

blastocisto em oócitos colhidos é reduzida, por isso, a comunidade científica tem buscado 

aprimorar esta técnica por meio da associação entre superovulação e um período de coasting. 

Porém, pesquisas mostram resultados diferentes entre os bos taurus e indicus. Desta forma, o 

objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da superestimulação ovariana com FSH, 

buscando melhorar a competência dos oócitos de doadoras bovinas da raça Wagyu. Foram 

utilizadas 12 vacas da raça Wagyu, com idade entre 12 a 24 meses distribuídas 

aleatoriamente, em dois grupos, o Grupo 1: animais não estimulados com FSH e Grupo 2: 

animais estimulados com  FSH. Foram avaliadas as variáveis foliculares, oocitárias e a 

produção embrionária. Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a 

superovulação associada ao coasting de FSH, melhorou a quantidade de folículos médios e 

grandes, contudo, a taxa de recuperação de oócitos e a taxa de blastocisto foi baixa. Desta 

forma, não se recomenda a superestimulação com FSH como estratégia reprodutiva para 

fêmeas bovinas doadoras de oócitos da raça Wagyu. 

 

Palavras-chave: aspiração folicular; biotécnicas da reprodução; fertilização in vitro;  

superestimulação ovariana.  
 

 

 

 

  



 

 

Ovarian overstimulation with FSH in Wagyu breeders on the antral follicular 

population and the in vitro production of embryos 

 

ABSTRACT 

 

 

Brazilian livestock farming has evolved a lot in recent years, a fact that positions Brazil as the 

largest commercial cattle herd in the world and second largest producer, exporter and 

consumer of beef and shows it as a country in the world food production. For this reason, 

researchers in this production chain have been searching for technologies related to the 

improvement of management, sanitation, nutrition and reproduction, seeking to increase 

production and, at the same time, make agriculture more sustainable in economic and 

environmental aspects. In the reproductive field, superovulation is an important step in the 

embryo transfer program, as it stimulates the development of a larger number of follicles, 

resulting in more viable embryos and better gestation rates. However, the rate of development 

of blastocyst in oocytes harvested is reduced, so the scientific community has sought to 

improve this technique through the association between superovulation and a period of 

coasting. However, research shows different results between bos taurus and indicus. Thus, the 

objective of the present study was to investigate the effect of ovarian super-stimulation with 

FSH, aiming to improve the competence of oocytes from Wagyu breeders. Twelve Wagyu 

cows aged 12 to 24 months were randomly assigned to two groups: Group 1: animals not 

stimulated with FSH and Group 2: animals stimulated with FSH. The follicular, oocyte and 

embryonic variables were evaluated. Based on the results obtained in this study, it was 

concluded that superovulation associated with FSH coasting improved the mean and large 

follicles, however, the oocyte recovery rate and the blastocyst rate were low. Thus, FSH over-

stimulation is not recommended as a reproductive strategy for Wagyu oocyte donor bovine 

females. 

 

Keywords: follicular aspiration; reproductive biotechnology; in vitro fertilization; ovarian 

overstimulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os primeiros bovinos chegaram ao Brasil em 1533, em função do ciclo das grandes 

navegações (SILVA et al., 2012), e a introdução e propagação desta espécie se relacionou 

ao crescimento populacional. Atualmente, o Brasil é detentor do maior rebanho comercial 

de gado do mundo e ocupa o segundo lugar como maior produtor e exportador de carne 

bovina (ABIEC, 2018).  

A cadeia produtiva do bovino de corte brasileiro tem como característica a 

diversificação na produção animal, sendo que, grande parte de criação é extensiva com 

padrões ineficientes de gestão, baixo investimento tecnológico e falta de padronização dos 

animais, por outro lado, a criação intensiva apresenta maior investimento tecnológico, 

melhor gestão e padronização dos animais (CARVALHO; ZEN, 2017). 

O Brasil conta com um rebanho de, cerca de, 72 milhões de fêmeas bovinas em 

reprodução, que apresentam, em média, uma taxa de nascimento de 70% (ANUALPEC, 

2016), dessa forma, verifica-se que 30% do rebanho estão sem produzir, pelo menos, um 

bezerro ao ano. Esse fato, associado às grandes extensões de terra disponíveis para a 

pecuária, evidencia o potencial para ocupação da terra e aumento da lotação de animais e, 

assim, aumentar a produção e tornar a cadeia produtiva bovina mais sustentável. 

O termo sustentabilidade está presente em várias áreas, inclusive no setor 

agropecuário. A sustentabilidade é uma temática importante e vem sendo amplamente 

discutida em diferentes esferas, em função da importância que representa para o 

desenvolvimento das nações (BARBOSA, 2008). Brundtland (1987) definiu 

desenvolvimento sustentável como as formas de progresso que atendam às necessidades do 

presente sem comprometer a capacidade de as gerações futuras satisfazerem as suas 

necessidades.  

Os componentes fundamentais para o desenvolvimento sustentável consistem em 

crescimento econômico, proteção ao meio ambiente e igualdade social. Por isso, várias 

pesquisas vêm sendo desenvolvidas para melhorar os índices de desempenho dos rebanhos, 

visando tornar a agropecuária mais sustentável nos aspectos econômicos, sociais e 

ambientais (COLOMBO et al., 2017; BOTELHO, 2018; BURALI, 2018). 

Neste sentido, atualmente, a bovinocultura brasileira emprega várias técnicas de 

manejo para aumentar os índices produtivos e, consequentemente, o rendimento financeiro. 

Neste cenário, profissionais pesquisam sobre seleção de rebanhos melhorados 

geneticamente, melhorias na sanidade e nutrição e também sobre o uso de biotécnicas da 
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reprodução animal, como protocolos de aspiração folicular (OPU), fertilização in vitro 

(FIV) e inseminação artificial em tempo fixo (IATF) (CARVALHO; ZEN, 2017). 

Neves, Miranda e Tortorella (2010) afirmaram que a reprodução animal constitui-se 

num dos fatores de maior importância que afeta diretamente a eficiência e a rentabilidade 

dos sistemas produtivos e por isso, biotecnologias da reprodução animal estão sendo 

desenvolvidas e melhoradas com a finalidade de aumentar a eficiência reprodutiva e 

potencializar a produção de animais geneticamente superiores, fazendo com que se tenha o 

maior número de filhos em um curto período de tempo. Essas ações ratificam o emprego 

das biotécnicas como ferramenta na busca pelo desenvolvimento sustentável.  

Com o advento das biotecnologias da reprodução, como a inseminação artificial 

(IA), os produtores brasileiros puderam utilizar touros com alto valor genético em seu 

plantel, porém somente nas décadas de 1970 e 1980, com o desenvolvimento dos esquemas 

de superovulação (SOV) e transferência de embriões (TE), a bovinocultura pode aumentar 

o número de bezerros oriundos de fêmeas de alto padrão genético (RODRIGUES, 2001; 

HASLER, 2014). 

A SOV é um dos passos mais importantes no programa de TE em bovinos e tem 

como objetivo estimular, por meio da administração de hormônios, o desenvolvimento de 

múltiplos folículos até o estágio de ovulação (TIRAPELLI et al., 2014) e resulta em maior 

número de embriões viáveis e melhores taxas de gestação (KELLY et al., 1997). Contudo, 

a taxa de desenvolvimento de blastocisto por oócitos colhidos é reduzida, por isso, a 

comunidade científica tem buscado aprimorar esta técnica por meio da associação entre 

superovulação e um período de coasting (NIVET et al., 2012; VIEIRA et al., 2014; 

OLIVEIRA et al., 2016).  

O coasting é um período de ausência de FSH que simula as alterações fisiológicas 

naturais que ocorrem imediatamente antes ovulação (NIVET et al., 2012). Vários trabalhos 

(BLONDIN et al., 2012; NIVET et al., 2012; LABRECQUE et al., 2013; VIEIRA et al., 

2014; SOMFAI et al., 2015) têm mostrado que seu emprego melhora qualidade na taxa de 

blastocistos, a competência oocitária, a taxa de folículos recuperados e a porcentagem de 

oócitos viáveis. Todavia, os resultados obtidos com o emprego dessa associação são 

diferentes entre animais Bos indicus quando comparado aos animais Bos taurus 

(SARTORI et al., 2016) evidenciando a necessidade de mais pesquisas a fim de elucidar a 

dimensão destas diferenças, inclusive entre raças, dentre elas a raça Wagyu, pelo aumento 

crescente no mercado nacional, cujos dados na literatura científicas são escassos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo geral  

 

Investigar a eficiência da superestimulação ovariana associada ao coasting de FSH 

em fêmeas bovinas doadoras de oócitos da raça Wagyu sobre a dinâmica folicular e sobre a 

produção in vitro de embriões. 

 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

 Avaliar a dinâmica folicular por aspiração folicular nos animais avaliados; 

 Identificar, quantificar e classificar os ovócitos coletados; 

 Executar a técnica de fertilização in vitro com os ovócitos viáveis obtidos; 

 Avaliar as taxas de clivagem e de blastocisto; 

 Discutir a eficiência da técnica como ferramenta capaz de contribuir para o aumento da 

taxa de lotação, favorecendo a sustentabilidade econômica e ambiental da cadeia 

produtiva bovina.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Pecuária e desenvolvimento sustentável 

 

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo e é o segundo maior 

produtor e consumidor de carne bovina (37,5 kg/habitante/ano), sendo que a região Centro-

Oeste concentra 34,4% do efetivo nacional e a região sul região sul, 12,59% (ABIEC, 

2018). Neste cenário, uma raça que tem apresentado destaque em função da qualidade da 

carne é a raça Wagyu, com um rebanho brasileiro de 3,5 mil cabeças. 

Desta forma, observa-se que a pecuária brasileira tem evoluído e, principalmente 

em função da modernização dos sistemas de produção, pela organização da cadeia e pelos 

avanços nas biotecnologias da reprodução, refletindo na quantidade e qualidade de carne 

produzida (GOMES, 2017).  

O Brasil tem se tornado referência mundial em produção de carne bovina com 

elevados índices de produtividade no campo, sendo que um dos principais fatores que 

influencia esse crescimento é a utilização de biotecnologias na genética, manejo de 

pastagem adequado e sanidade animal, transformando a pecuária nacional em uma 

atividade desenvolvida e promissora (CARVALHO; ZEN, 2010). De fato, as áreas de 

pastagens estão diminuindo e a produtividade animal está aumentando graças a 

intensificação da pecuária, boas práticas de manejo e melhoramento genético (GRPS, 

2017). 

 Contudo, apesar dos altos índices de crescimento do setor, é primordial que a 

pecuária brasileira se atente às questões relacionadas à produção sustentável, buscando 

minimizar os impactos gerados pela cadeia produtiva ao meio ambiente. A mídia mundial 

tem destacado a necessidade em produzir animais de forma sustentável, reduzindo o 

desmatamento de florestas nativas, mantendo o equilíbrio ecológico e aumentando a taxa 

de lotação dos animais por hectare (LIMA FILHO et al., 2017).  

O relatório “Nosso futuro comum” define desenvolvimento sustentável como um 

processo que atende as necessidades dos dias atuais sem comprometer a sobrevivência das 

gerações futuras (WCED, 1987). Ressalta-se que a preocupação com as formas de 

produção de alimentos, sobretudo a pecuária, vai ao encontro dos Objetivos do 

Desenvolvimento Sustentável (ODS), visto que, dentre os 17 objetivos, os objetivos 2 e 15 

se relacionam diretamente aos temas que devem ser considerados na busca por uma 

pecuária sustentável (UNESCO, 2015).  
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Entre as metas listadas no ODS 2, destaca-se acabar com a fome e garantir o 

acesso, de todas as pessoas, a alimentos seguros, nutritivos e suficientes durante todo o 

ano; dobrar a produtividade agrícola; garantir sistemas sustentáveis de produção de 

alimentos e implementar práticas agrícolas resilientes, que aumentem a produtividade e a 

produção, que ajudem a manter os ecossistemas, que fortaleçam a capacidade de adaptação 

às mudanças climáticas, e que melhorem progressivamente a qualidade da terra e do solo e, 

entre as metas do ODS 15 observa-se proteger, recuperar e promover o uso sustentável dos 

ecossistemas terrestres, gerir de forma sustentável as florestas, combater a desertificação, 

deter e reverter a degradação da terra e deter a perda de biodiversidade (UNESCO, 2015). 

Há tempos a bovinocultura é alvo de questionamentos relacionados às questões 

ambientais e de sustentabilidade, baseados na ocupação de grandes áreas territoriais e na 

liberação do gás metano pelos animais, apesar de que, Soussana, Tallec e Blanfort (2010) 

apontaram que em criações de bovinos alimentados com pastagens manejadas 

corretamente, as emissões de metano são neutralizadas pelas próprias forrageiras.  

Contudo, o Brasil possui capacidade para suprir a demanda de alimentos sem 

aumentar as áreas de desmatamento, por meio da recuperação de pastagens degradadas e 

pelo aumento da capacidade de unidade animal por hectare (SILVA et al., 2016). Uma das 

ferramentas para o aumento nas taxas de lotação é o melhoramento genético, visto que 

reduz o ciclo de produção, maximiza o potencial produtivo e reprodutivo do rebanho, 

resultando no aumento da quantidade e qualidade de produtos cárneos brasileiros 

(MOREIRA et al., 2015), fatos que somados, resultam em maior sustentabilidade da cadeia 

produtiva. 

Considerando a importância da pecuária na economia brasileira, destaca-se também 

como ferramenta fundamental na garantia da crescente e necessária expansão da produção 

dos rebanhos brasileiros, sobretudo de forma sustentável, o emprego das biotecnologias da 

reprodução. A aplicação de biotécnicas como a IA, IATF, TE e a Produção in vitro de 

Embriões (PIV), contribui com a produtividade e sustentabilidade na pecuária bovina, ao 

possibilitar, de maneira mais efetiva, a exploração de animais de valor genético superior 

(PELLEGRINO et al.,2016). 

De fato, baseados na atual e necessária preocupação de vários segmentos 

produtivos com o desenvolvimento sustentável e, baseado na variedade de técnicas 

disponíveis atualmente, verifica-se que o emprego das biotecnologias da reprodução pode 

contribuir com a sustentabilidade e expansão da produção animal, tanto em nível nacional 

quanto internacional.  
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Um exemplo a ser considerado é o fato de que as biotécnicas permitem a 

exploração de animais de alto valor genético (PELLEGRINO et al.,2016), contudo, outras 

pesquisas tem sido conduzidas atinentes à preocupação econômica e ambiental do uso das 

biotécnicas da reprodução (COLOMBO et al., 2017; BOTELHO, 2018; BURALLI, 2018). 

Em um estudo sobre a avaliação de biotécnicas da reprodução sob o foco ambiental, 

Colombo et al. (2017) analisaram o efeito das duas principais biotecnologias da reprodução 

animal, a IATF e TETF sobre a taxa de gestação, taxa de concepção e sexagem fetal em 

bovinos e comprovaram que, apesar das menores taxas de concepção e de gestação 

alcançadas com o emprego da TETF, esta biotécnica apresenta mérito sob o ponto de vista 

da sustentabilidade ambiental, visto que, permite a produção de descendentes de melhor 

qualidade genética e apresenta maiores resultados de gestação de sexados de machos, que, 

sabidamente, levam a uma maior produção de carne por hectare. 

Botelho (2018) estudou sobre a busca por um manejo sustentável na indução da 

ciclicidade em receptoras de embriões equinos. Como estratégia hormonal para 

antecipação da estação de monta, a autora utilizou implantes intravaginais de progesterona 

em éguas com diâmetros foliculares maiores e menores que 20 mm e concluiu que o uso 

dos dispositivos de progesterona antecipou a primeira ovulação da estação de monta, 

mostrando que essa técnica pode tornar o manejo de fêmeas equinas mais eficiente e 

produtivo. 

Com o intuito de estudar a utilização estratégica de dispositivo intravaginal de 

progesterona (P4) já utilizado (multiuso), na suplementação de receptoras de embriões no 

diestro, Buralli (2018) observou que o uso dos implantes reutilizáveis permitiu concentrar 

os protocolos de TETF, além de contribuir com a redução do descarte de resíduos, o que 

tornou esta biotecnologia da reprodução mais operacional, lucrativa e sustentável. 

 

3.2. Fisiologia reprodutiva da fêmea bovina 

 

Para se alcançar o sucesso na utilização das biotecnologias reprodutivas é 

fundamental conhecer a fisiologia reprodutiva dos machos e das fêmeas, permitindo 

observar todas as fases reprodutivas e possibilitando a elaboração dos protocolos de 

controle do ciclo estral, sendo utilizados na sincronização da ovulação ou no momento 

ideal para inseminação, objetivando diminuir os gastos no manejo reprodutivo (LIMA, 

2017).  
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A vaca é um animal poliéstrico não estacional, com ciclo estral com duração de, em 

média, 21 dias e sua regulação é dada pela interação de hormônios secretados pela 

hipófise, hipotálamo, útero e ovários, sendo dividido em duas fases, a fase de crescimento 

folicular e fase lútea (HAFEZ; HAFEZ, 2004).  

A fase folicular ou estrogênica compreende o pró-estro, momento em que se tem a 

maturação folicular e pode durar até 3 dias, e o estro, que é marcado pela manifestação do 

cio, tendo, em média, 15 horas de duração. Já a fase luteínica ou progesterônica envolve o 

metaestro, marcado pela ovulação e formação do corpo lúteo e que dura de 3 a 4 dias, e o 

diestro, que é caracterizado pela atividade do corpo lúteo e secreção de progesterona (P4), 

finalizando com a regressão do corpo lúteo (CL) (OLIVEIRA et al., 2011). 

O ciclo estral de vacas adultas ocorre por meio de ondas foliculares, denominadas 

onda 1 (onda periovulatória), onda 2 e onda 3, e cada onda está associada a um pico de 

Hormônio Folículo Estimulante (FSH) (MELLO et al., 2014). 

Durante o ciclo estral de duas ondas foliculares, a onda 1 é anovulatória e a onda 2 

é ovulatória, durante o ciclo estral de três ondas foliculares, as ondas 1 e 2 são 

anovulatórias e a onda 3 é ovulatória (GINTHER, 2018).   

A emergência da primeira onda folicular ocorre no dia da ovulação, considerado o 

dia 0, independentemente do número de ondas durante todo o ciclo estral. A emergência da 

segunda onda ocorre no 9º ou 10º dia em animais com ciclos de duas ondas, e no 8º ou 9º 

dia em animais com ciclos de três ondas. Em ciclos de três ondas, a terceira onda emerge 

no 15º ou 16º dia (AERTS; BOLS, 2010). Essas ondas são divididas em quatro fases: 

emergência, seleção, dominância e atresia ou ovulação (ADAMS et al., 2008). 

Assim, o ciclo estral de 21 dias nos bovinos existe somente como uma média entre 

ciclos de duas e três ondas (ADAMS et al., 2008), variando entre as subespécies, sendo 

duas a três ondas em fêmeas Bos taurus e até quatro ondas foliculares em um ciclo estral 

em fêmeas Bos indicus (MELLO et al., 2014). Ademais, pesquisas sugerem que oócitos 

oriundos de ovulações de terceira onda são mais férteis do que aqueles oriundos de 

ovulações de segunda onda, pois estes últimos são maiores e mais velhos (TOWNSON et 

al., 2002). 

A emergência ou recrutamento da onda folicular é causada pela secreção do FSH 

pela hipófise, desencadeando o recrutamento de mais de vinte folículos antrais, com 

diâmetro médio de 3 mm para cada onda folicular, e perdura por, cerca de 3 dias 

(GREGORY et al., 2009; MELLO et al., 2014). O aumento contínuo do nível de FSH 

permite com que o folículo se desenvolva e sintetize estradiol (MELLO et al., 2014).  
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A seleção folicular refere-se à fase em que a concentração de FSH atinge o pico 

máximo fazendo com que o folículo selecionado cresça e exerça a dominância sobre os 

demais folículos da onda folicular, inibindo o crescimento e o recrutamento de novos 

folículos (MELLO et al., 2014). Após o término da fase de seleção e dominância folicular, 

o folículo dominante pode seguir por dois caminhos diferentes, atresia junto com os 

folículos subordinados por falta do pico pré-ovulatório de Hormônio Luteinizante (LH) ou 

se o folículo dominante for da segunda ou terceira onda folicular, ele poderá ovular 

(GREGORY et al., 2009) (Figura 1). 

 

Figura 1. Fases do crescimento folicular: recrutamento, dependência de FSH; seleção e 

dominância, dependente de LH; ovulação ou atresia, na dependência da 

presença o não do pico pré-ovulatório de LH. 

Fonte: Forde et al. (2011). 

 

3.3.  Biotecnologias da reprodução e sustentabilidade 

 

A necessidade de aumentar a produção de alimentos com menor custo de produção, 

diminuindo os impactos ambientais fez com que as biotecnologias fossem utilizadas na 

agricultura e pecuária. Na pecuária, as biotecnologias vêm sendo utilizadas na nutrição, 

saúde animal, erradicação de doenças, aceleração da seleção genética e controle da 

reprodução (GUSMAO; SILVA; MEDEIROS, 2017). 

O surgimento e desenvolvimento das biotecnologias reprodutivas foi impulsionado 

pelo ganho econômico decorrente do uso mais amplo de germoplasma superior (MOORE; 

THATCHER, 2006) e, em sua evolução, à medida que novas descobertas emergiram,  

novas perspectivas e aplicações foram propostas, testadas, refinadas e colocadas em prática 

(BERTOLINI; BERTOLINI, 2009). 
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Porém, para se alcançar o máximo proveito dos benefícios das tecnologias de 

reprodução assistida, deve-se ter ampla compreensão dos complexos mecanismos 

reprodutivos de machos e fêmeas, além de um rígido controle sobre o manejo geral e 

nutricional empregado e a saúde e genética do rebanho (BERTOLINI; BERTOLINI, 

2009). 

Ao longo das últimas décadas, as técnicas de reprodução animal estão sendo 

utilizadas para aumentar a produção de espécies de animais domésticos, e foram divididas 

em quatro gerações: a 1º geração compreende a IA e a criopreservação de gametas e 

embriões; a 2º geração inclui a SOV, a TE e a ultrassonografia (US); a 3º geração abrange 

a sexagem espermática e embrionária, aspiração folicular in vivo (Ovum pick up - OPU) e 

FIV e na 4º geração encontra-se a clonagem de embriões por transferência nuclear de 

células somáticas ou embrionárias, transgenia e biologia de células-tronco (BERTOLINI; 

BERTOLINI, 2009). 

Dentre todas estas técnicas, as que mais se destacam são FIV e a produção in vitro 

de embriões (PIVE) que tem permitido a disseminação de embriões de alta qualidade, 

desempenhando um papel importante no melhoramento genético dos rebanhos (BLONDIN 

et al., 2012; VIEIRA, 2012; GUSMAO; SILVA; MEDEIROS, 2017).  

A IA foi a primeira biotecnologia reprodutiva aplicada com sucesso no início do 

século XX e permite que os machos geneticamente superiores produzam mais 

descendentes do que seria possível por meio do acasalamento convencional. Já entre a 

década de 1930 e 1940 a maior descoberta foi a criopreservação de espermatozoides com 

glicerol e, mais recentemente, a transferência de embriões, que envolve a recuperação não-

cirúrgica de embriões pré-implantados de uma fêmea e posterior transferência para fêmeas 

receptoras, permitindo que fêmeas geneticamente superiores produzam um maior número 

de descendentes (GODKE; SANSINENA; YOUNGS, 2014; MOORE; HASLER, 2017). 

Com o advento de procedimento guiado por ultrassom para recuperação de oócitos 

de fêmeas vivas, juntamente com os avanços em in vitro, a maturação de oócitos, 

fertilização in vitro e cultivo in vitro de embriões, estão crescendo rapidamente e tem 

trazido resultados positivos (GODKE; SANSINENA; YOUNGS, 2014). 

A produção in vivo e in vitro foram apontados como as biotecnologias mais 

notáveis em bovinos devido aos ganhos genéticos e produtivos nos rebanhos. Estas 

biotecnologias reprodutivas aliadas com programas de melhoramento genético surgiram 

como uma ferramenta estratégica para impulsionar a produção animal, resultando na 
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seleção genética, redução do intervalo entre gerações e melhoria na produtividade do 

rebanho (BLONDIN et al., 2012). 

A PIVE é uma técnica em expansão que oferece amplas aplicações em escala 

comercial. Entretanto, existem desafios a serem superados, como a obtenção de oócitos 

capazes de completar a maturação, a fertilização bem sucedida, o alcance do estágio de 

blastocisto e o sucesso na transferência de embrião viável que resulte em uma progênie 

saudável (BLONDIN et al., 2012).   

A implantação bem sucedida de um programa de PIVE depende de diversos fatores, 

como a genética do animal, pressão do vácuo durante a aspiração folicular, tipo de agulha 

durante a OPU e o número de folículos presentes (OLIVEIRA et al., 2016).  

Com o decorrer dos anos a aspiração folicular foi evoluindo, uma vez que a técnica 

era desenvolvida em ovários de animais abatidos em frigoríficos, trazendo resultados 

insatisfatórios mas, com o desenvolvimento da aspiração folicular guiada por ultrassom a 

qualidade e a quantidade dos oócitos aumentaram, graças à utilização dos folículos que 

estavam envolvidos na dinâmica folicular (BONI, 2012).  

De fato, o conhecimento da dinâmica folicular, através do uso da ultra-sonografia 

em tempo real, e o desenvolvimento dos meios que permitem controlar a onda folicular 

melhoram a utilização das biotecnologias da reprodução, como a IATF, a TE, a PIVE e os 

índices reprodutivos (BÓ, 2014). 

 

3.4. Superovulação e coasting 

 

A SOV é um dos passos fundamentais no programa de TE em bovinos e tem como 

objetivo estimular, por meio da administração de hormônios, o desenvolvimento de um 

maior número de folículos até o estágio no qual possam ovular (TIRAPELLI et al., 2014) 

resultando em um grande número de embriões viáveis e, consequentemente, melhores 

taxas de gestação após a transferência (KELLY et al., 1997). 

Os protocolos de superovulação evoluíram muito nos últimos anos. O 

desenvolvimento de hormônios comerciais sintéticos da hipófise e prostaglandina na 

década de 1970 e, hormônios da hipófise parcialmente purificados e os dispositivos de 

progesterona nas décadas de 1980 e 1990, proporcionaram o desenvolvimento de diversos 

protocolos (BÓ; MAPLETOFT, 2014). 
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O sucesso da técnica de OPU-PIV é dependente do tamanho da população de 

folículos antrais e de diferentes fatores que influenciam, direta ou indiretamente, a eficácia 

da maturação, fertilização e cultura embrionária (SILVA et al., 2017). 

O tamanho do folículo antral aspirado tem uma grande relevância, uma vez que a 

competência do oócito continua a aumentar à medida que o tamanho do folículo cresce e se 

aproxima da ovulação. Portanto, o diâmetro do folículo ovariano no momento da sessão de 

OPU é um dos critérios mais importantes usados para melhorar a eficácia dos sistemas de 

PIV (SILVA et al., 2017). 

Os protocolos de superovulação e aspiração folicular em bovinos apresentam 

melhores resultados em animais Bos indicus, pois apresentam maior número de folículos 

antrais e, consequentemente, maior número de oócitos recuperados, porcentagem de 

oócitos viáveis, número e taxa de blastocistos quando comparado aos animais Bos taurus 

(SARTORI et al., 2016; SILVA et al., 2017). 

Os principais hormônios empregados nos protocolos de superovulação são o 

Hormônio Folículo Estimulante (FSH) e a Gonadotrofina Coriônica Equina (eCG) e, em 

menor escala, o Hormônio da Menopausa Humana (hMG) (GONÇALVES et al., 2011). 

Esses hormônios promovem o desenvolvimento e o crescimento dos folículos em 

codominância, sem que haja formação de apenas um folículo dominante, diminuindo o 

número de folículos que entrariam no processo de atresia (TIRAPELLI et al., 2014).  

Ongaratto et al. (2015) trabalharam com animais da raça Brangus e Angus e 

verificaram que a utilização de Benzoato de estradiol (BE) e progesterona (P4) para 

sincronizar a onda folicular, o uso de prostaglandina F2α para evitar a presença de corpo 

lúteo (CL) e a superovulação com FSH melhoraram o número de COCs recuperados por 

OPU.  

Ogata et al. (2016) testaram a eficiência da PIV em vacas Holandesas em início de 

lactação, administrando GnRH 48 horas antes da aspiração folicular (Protocolo Ovsynch), 

a fim de verificar se a utilização de gonadotrofinas aumentariam o tamanho dos folículos 

que poderiam ser selecionados no momento da OPU por operadores sem experiência e 

assim, aumentar a viabilidade dos folículos e a taxa da blastócitos. Os pesquisadores 

observaram maiores quantidades de COCs, melhores taxas de embriões e taxa de gestação, 

concluindo que esse método, combinado com a PIV, é uma ótima opção para indústria de 

embriões leiteiros. 

Baruselli et al. (2012) conduziram experimentos na Argentina, utilizando doadoras 

Brangus e Angus, e avaliaram o efeito de diferentes tratamentos para sincronização de 
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onda folicular, superestimulação no número de oócitos e sua competência para se 

desenvolverem em blastocistos in vitro. Os autores apontaram que a PIVE melhorou 

quando a OPU foi realizada após a sincronização da emergência da onda folicular 

utilizando o tratamento com implante de P4 + E2 ou a ablação folicular. Outro resultado 

interessante reportado pelos pesquisadores foi o aumento da PIVE, após a utilização de 

quatro doses iguais duas vezes ao dia de FSH, iniciadas no momento da emergência da 

onda folicular e com a realização da OPU 24 horas após o último tratamento com FSH. 

Somfai et al. (2015) afirmaram que a estimulação folicular pelo FSH melhora a 

competência de desenvolvimento de oócitos bovinos obtidos por OPU. Entretanto, os 

mesmos autores reportaram que os mecanismos exatos que acontecem nos oócitos afetados 

por esse tratamento são incertos e por isso, compararam oócitos maturados in vitro, obtidos 

no estágio imaturo de vacas por OPU com e sem estimulação com FSH, com aqueles 

obtidos por superestimulação e maturação in vivo, em termos de morfologia do 

citoesqueleto e padrões bioquímicos, após a fertilização in vitro. Os autores observaram 

maior tamanho dos fusos da metáfase nos oócitos obtidos pela OPU estimulada, fato que 

contribuiu potencialmente com a alta competência no desenvolvimento dos oócitos. 

Bó, Rogan, Mapletoft (2018) testaram protocolos de superovulação em bovinos 

com doses únicas de FSH associadas com acido hialurônico (0,5%, 1% e 2%) e 

observaram resultados positivos para esta associação. Estes resultados foram atribuídos a 

obtenção de níveis circulantes de FSH semelhantes aos níveis endógenos antes da 

emergência da onda folicular. 

Protocolos de superovulação com FSH aumentam o número de folículos grandes e 

saudáveis em fase de crescimento, entretanto, a taxa de desenvolvimento de blastocisto em 

oócitos colhidos é reduzida, sendo sugerido um protocolo associado combinando a 

superovulação com um período de coasting (BLONDIN et al., 2002).  

Coasting é uma técnica amplamente empregada tanto na reprodução humana 

quanto animal. O coasting é um período de ausência de FSH que simula as alterações 

fisiológicas naturais que ocorrem imediatamente antes ovulação, sendo frequentemente 

usado para prevenir a síndrome de hiperestimulação ovariana (OHSS) em mulheres 

(DELVIGNE; ROZENBERG, 2002).  

Em animais, sobretudo em bovinos, o coasting é empregado para manipular o 

crescimento folicular. Durocher et al. (2006) apontou, em um estudo retrospectivo de 5 

anos, que teve como objetivo determinar o protocolo de estimulação mais eficaz na 

produção de complexos cumulus-oócitos competentes, que vários tratamentos 
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superestimulatórios, envolvendo tipos diferentes de FSH em associação com diversos 

períodos de coasting não afetou a resposta ovariana ou as taxas de desenvolvimento 

embrionário. Contuso, trabalhos mais atuais tem mostrado que esta manipulação resulta em 

melhor competência oocitária (NIVET et al., 2012) e melhoria significativa nas taxas de 

blastocisto e de gestação (LABRECQUE et al., 2013). 

Nivet et al. (2012) relataram que, em novilhas e vacas lactantes Holandesas, um 

ponto de melhoria na eficácia da PIV após a superestimulação está associado ao coasting.  

Por isso, para sustentar a onda folicular, múltiplas injeções de FSH ao longo de 2 a 

4 dias são administradas no animal e, ao final das injeções, a estimulação folicular é 

reduzida ou interrompida por 33 ou 48 horas, criando um período de coasting, que é o 

tempo decorrido entre a última aplicação de FSH e a OPU, que imita a dominância precoce 

in vivo (BLONDIN et al., 2002).  

Vieira et al. (2014), avaliaram a eficácia da superestimulação com FSH suíno (p-

FSH, Folltropin) associado a um período de coasting de 40 horas, em doadoras de oócitos 

holandesas, lactantes e não-lactantes, submetidas a um programa OPU e PIV, e observaram 

um aumento na eficiência da PIV e, nas doadoras não-lactantes observaram maior 

porcentagem de desenvolvimento de blastocistos in vitro e maior número de embriões por 

sessão de OPU. Labrecque et al. (2013) avaliaram diferentes tempos de coasting (20, 44, 

68 e 92 horas)  e  obtiveram oócitos de qualidades distintas em cada período, mostrando 

que o tempo de coasting afeta diretamente a qualidade dos oócitos coletados. 

Alguns estudos (BLONDIN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2016) avaliaram o 

efeito do uso de FSH com subsequente coasting sobre a qualidade dos oócitos e produção 

de blastocisto e verificaram um efeito significativo no potencial de desenvolvimento do 

complexo cumulus-oócito (COC), levando os folículos as fases de pseudodominância ou 

atresia precoce fornecendo ao COC um ambiente ideal para adquirir a competência de 

desenvolvimento, resultando em mais folículos com sinais distintos de atresia folicular. Os 

autores afirmaram que esta associação resulta na eliminação dos folículos pequenos e 

aumenta a quantidade dos folículos médios e grandes, facilitando a remoção dos mesmos 

através da aspiração transvaginal, aumentando os níveis de FSH endógeno.  

Segundo Blondin et al. (2012), a estratégia do coasting é uma ferramenta útil para 

melhorar a competência do oócito e produzir um maior número de oócitos competentes e 

homogêneos, uma vez que o período de coasting entre a última aplicação de FSH e o pico 

de LH é favorável para melhorar o desenvolvimento do oócito. Contudo, os mesmos 

autores reforçam que se o período de coasting for menor que o estipulado pela literatura, os 
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folículos não sofrerão diferenciação e se a retirada do FSH for feita por muito tempo, a 

diferenciação estará muito avançada, resultando em atresia devido ao contexto não 

ovulatório do corpo lúteo. 

Queiróz et al. (2018) avaliaram a eficiência da superovulação folicular com FSH 

associada ao coasting em 16 fêmeas bovinas doadoras da raça Nelore e concluíram que o 

este protocolo não incrementou o número e a qualidade de CCOs totais e viáveis, as taxas 

de blastocisto e de eclosão. 

 

3.5. Raça Wagyu 

 

A raça Wagyu ou gado japonês chegou ao Japão vinda da Península Coreana no 

século II com o intuito de se obter sinergia entre o gado e a agricultura, especialmente no 

cultivo de arroz. Contudo, após a Segunda Guerra Mundial, os agricultores começaram a 

substituir os animais de tração por maquinários agrícolas. Desta forma, a criação de 

animais Wagyu se tornou específica para a produção de carne (SMITH, 2015; GOTOH et 

al., 2018). 

No Japão, o manejo desses animais consiste no emprego de todos os cuidados 

básicos exigidos em sistemas intensivos, contudo, também são praticadas técnicas 

diferenciadas, como o uso de massagens e a adição de cerveja e até saquê em suas dietas, 

visando à qualidade da carne (GOTOH et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). De fato, a 

raça Wagyu destaca-se por apresentar um alto nível de marmoreio intramuscular, o que 

torna a carne macia, suculenta, saborosa, sendo mundialmente conhecida e com grande 

destaque na gastronomia internacional (GOTOH et al., 2018). 

Segundo Bethlem (2014), os primeiros animais da raça Wagyu chegaram ao Brasil 

no ano de 1992 e desde então vem aumentando o número de criadores e a participação da 

carne no mercado gourmet. Segundo o autor, estima-se que há mais de 35 mil animais 

cruzados da raça e 5 mil animais puros distribuídos no território brasileiro divididos entre 

50 criadores da raça. 

Além das características relacionadas à qualidade da carne, a raça Wagyu também 

apresenta características reprodutivas positivas. Segundo Zanella (2018), observou-se, em 

bovinos da Raça Wagyu criados à campo, que tanto machos como fêmeas atingem a 

puberdade mais precocemente do que as raças europeias. Além disso, os machos 

apresentam maiores níveis de testosterona, maior produção espermática e maior libido, 

apesar da menor circunferência escrotal. Com relação às fêmeas, destaca-se a maior 
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facilidade de parto, o que resulta em menor incidência de partos distócitos, a precocidade 

sexual, a habilidade materna e a longevidade.  

Entretanto, mais pesquisas devem ser conduzidas a fim de comprovar as 

características reprodutivas desta raça, sobretudo com relação à sua resposta mediante o 

emprego das biotécnicas da reprodução, e assim fomentar sua importância no cenário da 

produção de alimentos de origem animal.  
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5. ARTIGO 

 

SUPERESTIMULAÇÃO OVARIANA COM FSH EM DOADORAS BOVINAS DA 
RAÇA WAGYU IMPACTA A DINÂMICA FOLICULAR, MAS NÃO MELHORA A 

QUANTIDADE DE EMBRIÕES 
 

(Ovarian superstimulation with FSH in Wagyu breed bovine donors impacts 
folicular dynamics but does not improve the amount of embryos) 

 
 

RESUMO  

 

O aumento da população mundial gera a necessidade de aumentar a produção de 

alimentos de origem vegetal e animal. No Brasil, a pecuária tem evoluído, 

demonstrando o importante papel mundial do país na produção de alimentos. 

Desta forma, pesquisadores desta cadeia produtiva vêm buscando tecnologias 

relacionadas à produção e reprodução, sobretudo, ao uso das biotecnologias da 

reprodução, visando aumentar a produção nas diferentes raças bovinas. Deste 

modo, o objetivo desta pesquisa foi investigar a eficiência da superestimulação 

ovariana com FSH em fêmeas bovinas doadoras de oócitos da raça Wagyu sobre 

a dinâmica folicular e sobre a produção in vitro de embriões. Foram utilizados 12 

animais da raça Wagyu, com idade entre 12 a 24 meses, distribuídas 

aleatoriamente, num delineamento crossover, em dois grupos: Grupo 1= animais 

não estimulados com FSH e Grupo 2: animais estimulados com FSH. Foram 

avaliadas as variáveis foliculares, oocitárias e a produção embrionária. Observou-

se que a superestimulação ovariana nas fêmeas bovinas doadoras de oócitos da 

raça Wagyu com FSH melhorou a quantidade de folículos médios e grandes, mas 

reduziu a taxa de recuperação de oócitos e, apesar da melhor porcentagem de 
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oócitos viáveis, não houve melhora na quantidade de embriões produzidos in 

vitro. 

Palavras-chave: aspiração folicular; biotécnicas da reprodução; blastocisto; 

folículo antral. 

 

ABSTRACT  

 

The increase of the world population generates the need to increase the 

production of food of vegetal and animal origin. In Brazil, livestock farming has 

evolved, demonstrating the important role of the country in the production of food. 

In this way, researchers of this productive chain have been looking for 

technologies related to production and reproduction, above all, to the use of 

reproduction biotechnologies, seeking to increase the production of different 

bovine breeds. Thus, the objective of this research was to investigate the efficacy 

of ovarian FSH super-stimulation in bovine Wagyu oocyte donor females on 

follicular dynamics and in vitro embryo production. Twelve Wagyu animals, aged 

12 to 24 months, randomly distributed in a crossover design were used in two 

groups: Group 1 = animals not stimulated with FSH and Group 2: animals 

stimulated with FSH. The follicular, oocyte and embryonic variables were 

evaluated. It was observed that ovarian overstimulation in Wagyu oocyte donor 

cows with FSH improved the mean and large follicles but reduced the rate of 

oocyte recovery and, despite the best percentage of viable oocytes, there was no 

improvement in the amount of embryos produced in vitro. 

Keywords: follicular aspiration; reproductive biotechnology; blastocyst; antral 

follicle.  
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INTRODUÇÃO 

 

A Organização das Nações Unidas (ONU, 2017) estima um aumento na 

população mundial, alcançando em 2030, 8,6 bilhões de pessoas e em 2050, 9,8 

bilhões. Por isso, para suprir a necessidade mundial de alimentos para a 

população até 2050, deverá ocorrer um aumento de 60% na produção. Desta 

forma, pesquisadores de várias cadeias produtivas, incluindo a da carne bovina, 

tem estudado tecnologias relacionadas à melhoria do manejo, sanidade, nutrição 

e reprodução (COLOMBO et al., 2017; BOTELHO, 2018; BURALI, 2018), 

buscando aumentar o número de animais e/ou a taxa de lotação das pastagens, e 

assim, aumentar a produção de carne por área. 

As biotecnologias da reprodução animal podem contribuir positivamente 

com este cenário. Com o advento da inseminação artificial (IA), os produtores 

puderam utilizar touros com alto valor genético, e com o desenvolvimento dos 

esquemas de superovulação (SOV) e transferência de embriões (TE), a 

bovinocultura pode aumentar o número de bezerros oriundos de fêmeas de alto 

padrão genético (RODRIGUES, 2001; HASLER, 2014). Já a aspiração folicular 

guiada por ultrassonografia possibilitou o aumento do número de gestações de 

animais com alto valor genético e também, estudos avaliando vários protocolos 

hormonais foram desenvolvidos buscando melhorar os índices reprodutivos dos 

animais (HASLER, 2014). 

Objetivando contribuir ainda mais com o aumento da produção in vitro de 

embriões, um protocolo que tem sido estudado é a SOV utilizando FSH 

(Hormônio Folículo Estimulante) seguida ou não de coasting, que é um período de 

ausência de FSH, em doadoras bovinas.  
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Segundo Vieira et al. (2014), tratamentos empregando estimulação com 

FSH podem promover o desenvolvimento de múltiplos folículos nos ovários e 

melhorar o rendimento dos embriões em doadoras da raça Holandesa e assim, 

tornar mais efetiva a produção in vitro de embriões (PIVE) por ovum pick-up 

(OPU). Contudo, os resultados das pesquisas divergem quanto ao uso do FSH, 

com ou sem coasting, nas diferentes subespécies (Bos taurus taurus e Bos taurus 

indicus) e raças (SARTORI et al., 2016; SILVA et al., 2017). 

Estudos que envolvam os efeitos benéficos da superestimulação com FSH, 

como a maior proporção de folículos de tamanho médio e grande, associados ao 

uso e subsequente retirada de gonadotrofina (coasting), buscando melhorar a 

competência dos oócitos e aumentar a taxa de gestação são fundamentais, 

especialmente em bovinos da raça Wagyu, cujas pesquisas são escassas.  

O gado Wagyu inclui quatro raças japonesas: Preto, Castanho, Shorthorn e 

Polled (GOTOH et al., 2018) e a raça Preta tem se adaptado em várias regiões do 

Brasil, apresentando importância econômica em função do bom rendimento, 

produção e comercialização de carne nobre com extremo marmoreio. Esta raça 

apresenta características de produção positivas como, tamanho mediano, 

precocidade sexual, atingindo a maturidade sexual em até 11 meses, tanto para 

fêmeas quanto para os machos, boa habilidade materna e facilidade de parto, 

longevidade, rusticidade e temperamento dócil (UCHIDA et al., 2002).  

Deste modo, o objetivo desta pesquisa foi investigar a eficiência da 

superestimulação ovariana com FSH em fêmeas bovinas doadoras de oócitos da 

raça Wagyu sobre a dinâmica folicular e sobre a produção in vitro de embriões. 
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MATERIAL E MÉTODO 

 

O experimento foi realizado na Fazenda Escola – BIOTEC, do Centro de 

Ensino Superior de Maringá/ UNICESUMAR, Maringá, Paraná, Brasil (23°25'S, 

51º57'W e altitude de 550 metros), entre os meses de março a junho de 2018. A 

biotécnicas empregadas nesta pesquisa foram aprovados pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais do Centro Universitário de Maringá / UNICESUMAR, sob 

protocolo No 004/2018.3. 

Foram utilizadas 12 fêmeas da raça Wagyu, com idade entre 12 a 24 

meses, peso médio de 350 Kg, doadoras de oócitos de um programa comercial, 

sem anormalidades aparentes no trato reprodutivo, conforme determinado pelo 

exame ginecológico e ultrassonográfico. Os animais foram mantidos em piquetes 

de braquiária (Brachiaria brizantha cv MG-5), com suplementação mineral e água 

ad libitum, sendo submetidas ao manejo higiênico-sanitário adotado na 

propriedade. 

Os animais foram divididos, aleatoriamente, num delineamento crossover, 

em dois grupos: 

Grupo 1 (G1): controle - animais não estimulados com hormônio = o 

protocolo experimental das vacas do grupo Grupo 1 consistiu em definir um D0, 

um dia aleatório do ciclo, baseado na rotina comercial, no Dia 8 foi realizada a 

aspiração folicular, a lavagem, a classificação dos oócitos e a maturação in vitro 

(MIV), no Dia 9, a fecundação in vitro (FIV) e no Dia 10, o cultivo in vitro (CIV) 

(Figura 1). 

Grupo 2 (G2): superestimulação com FSH = o protocolo experimental das 

vacas do grupo Grupo 2 consistiu de, no D0, um dia aleatório do ciclo, baseado 
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na rotina comercial, foi realizada a sincronização da onda folicular com implante 

de P4 transvaginal (CIDR®; Zoetis, São Paulo, SP), aplicação de 2,0 mg de 

benzoato de estradiol (BE) (ESTROGIN®; Biofarm, Jaboticabal, SP) + 2,0 mg 

PGF2α (LUTALYSE®, Zoetis, São Paulo, SP), e 72 horas após a introdução do 

implante de P4, nos dias D4, D5 e D6 foi empregado um protocolo de 

superestimulação (SOV) com aplicações consecutivas de FSH intramuscular 

(Pluset®, Hertape Calier, Brasil), 170UI/dia/animal e, após decorridas 48 horas da 

última aplicação de FSH, no Dia 8 foi feita a retirada do implante de P4, a 

aspiração folicular guiada por ultrassom, a lavagem, a classificação dos oócitos e 

a MIV, em seguida, no Dia 9 foi realizada a FIV, e no Dia 10, o CIV (Figura 1). 

 
 

 
 
Figura 1. Protocolo experimental do Grupo 1 – controle - Dia 8: aspiração folicular, lavagem, 
classificação dos oócitos e maturação in vitro; Dia 9: fecundação in vitro; Dia 10: cultivo in vitro. 
Protocolo experimental do Grupo 2 – Superestimulação com FSH - D0: sincronização da onda 
folicular com implante de P4 transvaginal, aplicação de 2,0mg de benzoato de estradiol + 2,0mg 
PGF2α; D4, D5 e D6: protocolo de superovulação com FSH 170UI/dia/animal; D8: retirada do 
implante, aspiração folicular guiada por ultrassom, lavagem e classificação oócitos e maturação in 
vitro; D9: fecundação in vitro; D10: cultivo in vitro. 

 

http://www.netcampo.com.br/hertape-calier
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A definição da aplicação de três doses consecutivas de FSH e o período de 

48 horas de intervalo foi baseado em Blondin et al. (2012). 

No momento da aspiração os folículos ovarianos foram identificados e o 

diâmetro (mm) determinado por meio de ultrassom (ALOKA SSD-500) e 

classificados pelo tamanho em três categorias: de 3 a 5 mm (folículos pequenos), 

de 6 a 8 mm (folículos médios) e iguais ou superiores a 9 mm (folículos grandes) 

(FERREIRA et al., 2004). 

Para realizar o procedimento de aspiração folicular foi utilizado o ultrassom 

(ALOKA SSD-500®) com transdutor microconvexo de 5 mHz (UST 974-5), 

ajustado a uma guia de aspiração folicular específica para o sistema reprodutor 

de bovinos. Foi utilizada uma agulha 20G conectada a um tubo de Falcon de 50 

mL através de um sistema de aspiração (Cook VBOA 18L®). A pressão de vácuo 

foi obtida por intermédio de uma bomba (Cook V-MAR 5000®), ajustada entre 38 

e 45 mmHg, permitindo um fluxo de 12mL de meio/minuto. Os ovócitos foram 

aspirados com uma solução contendo 2,0% de Soro Fetal Bovino (SFB) 

(Nutricell®, Campinas, SP, Brasil), 25UI/mL de heparina sódica e 98,0% de PBS 

(Nutricell®, Campinas, SP, Brasil). 

No momento da aspiração folicular foi realizada uma anestesia epidural 

baixa com 5mL de lidocaína a 2% (Pearson®, São Paulo/ SP, Brasil) para diminuir 

os movimentos peristálticos e o desconforto no animal, após a administração da 

lidocaína o animal teve a vulva lavada e limpa com papel toalha. Foi inserido o 

transdutor até o fundo de saco vaginal e com a manipulação dos ovários através 

do reto, buscou-se a melhor visualização dos mesmos na tela do ultrassom. Os 

folículos foram posicionados na linha de punção indicada na tela do ultrassom e 

aspirados, de forma aleatória, não seguindo ordem de tamanho, através da 
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agulha e da bomba de vácuo, o mesmo procedimento foi realizado em todos 

folículos visíveis em ambos os ovários. Após o término da aspiração o sistema de 

vácuo foi limpo com o meio de recebimento dos oócitos e as agulhas utilizadas 

foram descartadas.  

Para a lavagem e seleção dos oócitos, o material aspirado foi transferido 

para o filtro de colheita de embriões e lavado com o mesmo meio utilizado para 

aspiração. Os sedimentos restantes no filtro foram transferidos para placa de Petri 

e foi realizada a busca, contagem e a classificação dos oócitos como viáveis e 

inviáveis. Foram considerados viáveis (grau I, II e III) aqueles que apresentaram a 

presença de cumulus e ooplasma homogêneos, e inviáveis (grau IV) aqueles 

desnudos ou picnóticos, heterogêneos e com vesículas apoptóticas (DE LOOS et 

al., 1989). 

A MIV foi realizada em TCM199 com sais de Earles (Gibco®), glutamina 

(Sigma® cod.: G8540) e NaHCO3 (Mallinckrodt®), suplementado com 10% de 

Soro Fetal Bovino (SFB) (Nutricell®, Campinas, SP, Brasil), 22µg/mL piruvato 

(Biochemical® cod.: 44094), 50µg de gentamicina (Sigma® cod.: G1272), 0,5µg 

de FSH/mL (Bioniche®), 50µg de LH/mL (Bioniche®) e 1µg de estradiol/mL 

(Sigma® cod.: E2758), mantidos em estufa, a 39ºC, 5% de CO2 em ar com 

máxima umidade, durante 22 a 24 horas. Os oócitos foram  colocados em 

microgotas de 90µL de meio de maturação cobertas por óleo mineral. 

Após 22 a 24 horas, foi realizda a FIV em 100µL de meio TALP 

suplementado com 10µg/mL de heparina (Sigma® cod.: H3149), 22µL/mL de 

piruvato (Biochemical® cod.: 44094), 50 µg/mL de gentamicina (Sigma® cod.: 

G1272), albumina sérica bovina-BSA (sem ácidos graxos) (Sigma® cod.: A3311), 

solução de PHE 2µM de penicilina (Sigma® cod.: P4875), 1µM de hipotaurina 
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(Sigma® cod.: H1384) e 0,25µM de epinefrina (Sigma® cod.: E4250). O sêmen 

sexado de touro Wagyu foi descongelado em banho-maria a 35ºC. Para seleção 

dos espermatozoides móveis e remoção de diluidores e de plasma seminal, foi 

realizada centrifugação em gradiente Percoll (90 e 45%), durante 20 minutos. 

Foram utilizados 1x106 espermatozoides/mL, e os oócitos foram transferidos para 

as microgotas (20 oócitos/gota), onde permaneceram por 15 a 18 horas, a 39ºC, 

em atmosfera com 5% de CO2 em ar. 

Após 15 horas da FIV, os zigotos foram cultivados in vitro (CIV), no meio 

SOF (Synthetic Oviduct Fluid) suplementado com SFB (Nutricell®, Campinas, SP, 

Brasil), em incubadora, com atmosfera gasosa contendo 20% CO2 em ar, com 

máxima umidade. 

Após 48 horas de CIV, foi avaliada a taxa de clivagem e realizada a 

renovação do meio de cultivo. Nesse período, quando ocorreu a clivagem, foi 

observado o desenvolvimento embrionário com duas, quatro e oito células. 

O efeito da superestimulação com FSH sobre as variáveis foliculares, 

oocitárias e de produção embrionária foi analisado pelo modelo linear 

generalizado, incluindo o efeito principal do tratamento (Superestimulação com 

FSH versus Controle) e demais fontes de variação. Na presença de um efeito 

significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey Diferenças nas 

taxas de recuperação oocitária, de oócitos viáveis e de blastocistos 

(Superestimulação com FSH versus Controle) foram analisadas pelo modelo de 

regressão logística binária incluindo o mesmo efeito de tratamento e demais 

fontes de variação. Em ambos os modelos, todos os efeitos e interações 

possíveis foram consideradas. Para análise descritiva, os dados quantitativos 

estão apresentados como média (M) e erro padrão (SE) e os dados qualitativos 
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como porcentagem (%). Todas as análises estatísticas foram realizadas no 

programa estatístico Minitab®, versão 18.1. O nível de significância para rejeitar 

H0 (a hipótese nula) foi de 5%, portanto, um nível de significância ≤ 0,05 foi 

considerado para indicar um efeito das variáveis categóricas e suas interações.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos, observou-se que a superestimulção com 

FSH elevou o número de folículos médios e grandes (p<0,005) e, 

consequentemente, melhorou o número total de folículos (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Efeito da superestimulação ovariana com FSH sobre o número de folículos pequenos, 
médios e grandes, eficiência da ovum pick-up (OPU) e da produção in vitro de embriões em 
doadoras bovinas da raça Wagyu. 
 

Variáveis 
Grupo 1 
(n=12) 

Grupo 2 
(n=12) 

Valor de p 

Número de folículos pequenos (M±EPM) 16,2 ± 1,5 5,1 ± 1,0 < 0,0001 
Número de folículos médios (M±EPM) 4,4 ± 0,6 16,4 ± 3,5 0,017 
Número de folículos grandes (M±EPM) 1,0 ± 0,5 10,4 ± 1,6 < 0,0001 
Média geral do número de folículos (M±EPM) 21,6 ± 1,9 31,8 ± 3,2 0,013 

Número de oócitos totais (M±EPM) 17,4 ± 2,9 12,2 ± 2,5 0,180 
Taxa de recuperação (%, n/N) 81,0 (192/237) 38,3 (134/350) < 0,0001 
Número de oócitos viáveis (M±EPM) 13,0 ± 2,3 10,2 ± 2,3 0,232 
% de oócitos viáveis (%, n/N) 74,5 (143/192) 83,6 (112/134) 0,047 

Número de embriões (M±EPM) 3,0 ± 0,7 2,4 ± 0,6 0,330 

Taxa de blastocisto (%, n/N) 23,1 (33/143) 23,2 (26/112) 0,979 

M±EP: média e mais ou menos erro padrão da média; Grupo 1: controle; Grupo 2: 
superestimulação com FSH.   

 

Corroborando nossos achados, Goodhand et al. (1999) também 

observaram que o uso de FSH aumentou o número e o diâmetro médio dos 

folículos disponíveis para punção. De fato, Ribeiro et al. (2011) apontaram que a 

superestimulação hormonal aumenta o número de folículos com diâmetro 

adequado para a aspiração, ou seja, superior a 6mm.  
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Contudo, apesar deste aumento no número de folículos médios e grandes, 

foi observada uma redução na taxa de recuperação oocitária (81,0 vs 38,3%) 

(p<0,0001).  

Entretanto, existem relatos contraditórios na literatura quanto à taxa de 

recuperação em função do tamanho do folículo. Goodhand et al. (1999) 

apontaram que, apesar do FSH aumentar o número e o diâmetro médio dos 

folículos disponíveis para punção, o número de oócitos recuperados são variados. 

Ribeiro et al. (2011) afirmaram que a superestimulação hormonal aumenta o 

número de folículos de tamanho adequado para a aspiração e a taxa de 

recuperação. Chagas et al. (2014) afirmaram que folículos pequenos apresentam 

menor taxa de recuperação em comparação aos de tamanho médio e grande. 

Ongaratto et al. (2015) trabalharam com animais da raça Brangus e Angus e 

verificaram que a utilização de benzoato de estradiol, progesterona para 

sincronizar a onda folicular, de PGF2α para evitar a presença de corpo lúteo e a 

superovulação com FSH melhoraram o número de complexos cumulus oócito 

(COCs) recuperados por OPU. Outros estudos (BLONDIN et al., 2002; OLIVEIRA 

et al., 2016) relataram que associação entre FSH e coasting elimina os folículos 

pequenos e aumenta a quantidade dos folículos médios e grandes, facilitando a 

aspiração.  

Contudo, ressalta-se que, estes dados divergem parcialmente com os 

resultados deste estudo, pois apesar do maior tamanho dos folículos, a taxa de 

recuperação foi menor. Semelhante aos achados deste estudo, Lonergan et al. 

(1994) também verificaram uma menor recuperação de oócitos em situações com 

predominância de folículos grandes no momento da aspiração. Atribui-se a baixa 

taxa de recuperação encontrada neste estudo à raça e as perdas na cavidade 
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abdominal. Pesquisas mostram que existem diferenças na taxa de recuperação 

em função da espécie, mostrando que os protocolos de superovulação e 

aspiração folicular em Bos indicus apresentam melhores resultados, pois 

apresentam maior número de folículos antrais e, consequentemente, maior 

número de oócitos recuperados quando comparado aos animais Bos taurus 

(SARTORI et al., 2016; SILVA et al., 2017), como é o caso da raça Wagyu deste 

estudo. Já o maior tamanho dos folículos na OPU pode resultar em maior 

probabilidade de perda dos COCs na cavidade peritoneal ou em maior dificuldade 

em aspirá-lo, apesar de que Ribeiro et al. (2011) afirmaram ser mais fácil aspirar 

folículos maiores em função da melhor visualização no ultrassom.  

Os resultados também mostraram que o tratamento com FSH melhorou a 

porcentagem de óocitos viáveis (74,5 vs 83,6%). Com relação ao número de 

oócitos totais e viáveis recuperados, Barbosa et al. (2013) observaram a produção 

de embriões em vacas da raça Nelore e reportaram que número médio de oócitos 

aspirados variou entre 26,58 a 44,08. Silva et al. (2017) avaliaram dados 

reprodutivos de doadoras de oócitos bovinos indianas e taurinas submetidas a 

aspiração folicular guiada por ultrassom. Os autores analisaram os dados de 

campo de 734 aspirações foliculares e observaram uma média, entre as raças, de 

31,85±16,65 oócitos por aspiração, sendo 25,32±13,80 viáveis, com destaque 

para o maior número de óocitos aspirados e viáveis para as doadoras da raça 

Nelore, uma raça indiana.  

Desta forma, pondera-se que, apesar da superioridade na porcentagem de 

oócitos viáveis observada no grupo tratado com FSH, o número de oócitos totais 

(G1:17,4±2,9; G2:12,2±2,5) e viáveis (G1:13,0±2,3; G2: 10,2±2,3) obtidos nesta 

pesquisa independente do tratamento, foram menores do que os reportados pela 
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literatura para outras raças, sobretudo as indianas, estando em conformidade com 

os relatos de que Bos indicus apresentam maior número de oócitos recuperados 

em comparação aos animais Bos taurus (SARTORI et al., 2016; SILVA et al., 

2017).  

Além disso, os resultados também mostraram que apesar do tratamento 

com FSH ter melhorado a porcentagem de óocitos viáveis, não ocorreu aumentou 

no número de embriões, mostrando produção embrionária equivalente entre os 

dois grupos avaliados (3,0 vs 2,4). 

Ao contrário dos achados desta pesquisa, Ribeiro et al. (2011) apontaram 

que a superestimulação hormonal aumenta o número e o tamanho dos folículos e 

aumenta o número de embriões. Baruselli et al. (2012) também apontaram 

aumento na PIVE em experimento com doadoras Brangus e Angus tratadas com 

quatro doses iguais de FSH, duas vezes ao dia, iniciadas no momento da 

emergência da onda folicular e com a realização da OPU 24 horas após o último 

tratamento com FSH. Outros trabalhos tem mostrado que a superestimulação 

com FSH, associada ao coasting, melhora a competência oocitária (NIVET et al., 

2012), as taxas de blastocisto e de gestação (LABRECQUE et al., 2013), aumenta 

a eficiência da PIV e a porcentagem de desenvolvimento de blastocistos in vitro e 

número de embriões por sessão de OPU (VIEIRA et al., 2014).  

Portanto, mesmo com o intervalo de 48 horas entre a última aplicação do 

FSH e a OPU utilizado nesta pesquisa e com a maior porcentagem de oócitos 

viáveis, não foi possível aumentar o número de embriões.   

Pondera-se que a viabilidade dos oócitos é somente um indicativo da 

competência oocitária, baseado em sua morfologia, indicando a capacidade do 

oócito para assegurar o desenvolvimento embrionário após a fecundação 
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(SIRARD, 1989). Além disso, sabe-se que na produção in vivo de embriões 

bovinos, aproximadamente 80% do oócitos ovulados desenvolvem-se até 

blastocisto, enquanto na PIVE, somente 40% atingem esse estágio (LONERGAN; 

FAIR, 2008). Pesquisadores (RIZOS et al., 2002; BERTAGNOLLI et al., 2004) 

apontam que o ambiente de maturação in vitro (MIV) influencia essa baixa taxa. 

Experimentos verificaram que oócitos obtidos de maturação in vivo, após estímulo 

com FSH e GnRH, são mais competentes em se desenvolver até blastocistos do 

que os maturados in vitro (VAN DE LEEMPUT et al., 1999; HUMBLOT et al., 

2005), sugerindo que a MIV deve determinar condições subótimas para o 

desenvolvimento de oócitos imaturos (PEREIRA et al., 2010). 

 

CONCLUSÕES 

 

A superestimulação ovariana em fêmeas bovinas doadoras de oócitos da 

raça Wagyu com FSH melhorou a quantidade de folículos médios e grandes mas 

reduziu a taxa de recuperação de oócitos e, apesar da melhor porcentagem de 

oócitos viáveis, não houve melhora na quantidade de embriões produzidos in 

vitro.  
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6. NORMAS DO ARTIGO  

 

D I R ET R I Z E S  P AR A AU T O R E S  

INSTRUÇÃO AOS AUTORES  

O periódico ARCHIVES OF VETERINARY SCIENCE (AVS) é publicado trimestralmente, sob 
orientação do seu Corpo Editorial, com a finalidade de divulgar artigos completos e de revisão 
relacionados à ciência animal sobre os temas: clínica, cirurgia e patologia veterinária; sanidade 
animal e medicina veterinária preventiva; nutrição e alimentação animal; sistemas de produção 
animal e meio ambiente; reprodução e melhoramento genético animal; tecnologia de alimentos; 
economia e sociologia rural e métodos de investigação científica. A publicação dos artigos 
científicos dependerá da observância das normas editoriais e dos pareceres dos consultores “ad 
hoc”. Todos os pareceres têm caráter sigiloso e imparcial, e os conceitos e/ou patentes emitidos 
nos artigos, são de inteira responsabilidade dos autores, eximindo-se o periódico de quaisquer 
danos autorais. A submissão de artigos deve ser feita diretamente na página da revista 
(www.ser.ufpr.br/veterinary.). Mais informações são fornecidas na seção “Informações sobre a 
revista”.  

APRESENTAÇÃO DOS ARTIGOS 

*Para agilizar a tramitação e publicação de seu artigo, recomendamos fortemente que as 
normas sejam obedecidas, inclusive para as referências* 

1. Digitação: O artigo com no máximo vinte e cinco páginas deverá ser digitado em folha com 
tamanho A4 210 x 297 mm, com margens laterais direita, esquerda, superior e inferior de 2,5 cm. 
As páginas deverão ser numeradas de forma progressiva no canto superior direito. Deverá ser 
utilizado fonte arial 12 em espaço duplo; em uma coluna. Tabelas e Figuras com legendas serão 
inseridas diretamente no texto e não em folhas separadas.  

2. Identificação dos autores e instituições (máximo 6 autores por artigo):Todos os dados 
referentes a autores devem ser inseridos exclusivamente nos metadados no momento da 
submissão online. Não deve haver nenhuma identificação dos autores no corpo do artigo enviado 
para a revista. Os autores devem inclusive remover a identificação de autoria do arquivo e da 
opção Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista.   

3. Tabelas: Devem ser numeradas em algarismo arábico seguido de hífen. O título será inserido 
na parte superior da tabela em caixa baixa (espaço simples) com ponto final. O recuo da segunda 
linha deverá ocorrer sob a primeira letra do título. (Ex.: Tabela 1 – Título.). As abreviações devem 
ser descritas em notas no rodapé da tabela. Estas serão referenciadas por números sobrescritos 
(1,2,3). Quando couber, os cabeçalhos das colunas deverão possuir as unidades de 
medida. Tanto o título quanto as notas de rodapé devem fazer parte da tabela, inseridos em 
"linhas de tabela". 

4. Figuras: Devem ser numeradas em algarismo arábico seguido de hífen. O título será inserido 
na parte inferior da figura em caixa baixa (espaço simples) com ponto final. O recuo da segunda 
linha deverá ocorrer sob a primeira letra do título (Ex.: Figura 1 – Título). As designações das 
variáveis X e Y devem ter iniciais maiúsculas e unidades entre parênteses. São admitidas apenas 
figuras em preto-e-branco. Figuras coloridas terão as despesas de clicheria e impressão a 
cores pagas pelo autor. Nesse caso deverá ser solicitada ao Editor (via ofício) a impressão a 
cores.  

  

NORMAS EDITORIAIS  

Artigo completo - Deverá ser inédito, escrito em idioma português (nomenclatura oficial) ou em 
inglês. O artigo científico deverá conter os seguintes tópicos: Título (Português e Inglês); Resumo; 
Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdução; Material e Métodos; Resultados; Discussão; 
Conclusão; Agradecimento(s) (quando houver); Nota informando aprovação por Comitê de Ética 
(quando houver); Referências.  
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Artigo de Revisão - Os artigos de revisão deverão ser digitados seguindo a mesma norma do 
artigo científico e conter os seguintes tópicos: Título (Português e Inglês); Resumo; Palavras-
chave; Abstract; Key words; Introdução; Desenvolvimento; Conclusão; Agradecimento(s) (quando 
houver); Referencias. A publicação de artigos de revisão fica condicionada à relevância do 
tema, mérito científico dos autores e disponibilidade da Revista para publicação de artigos 
de Revisão. 

 

ESTRUTURA DO ARTIGO  

TÍTULO - em português, centralizado na página, e com letras maiúsculas. Logo abaixo, título em 
inglês, entre parêntesis e centralizado na página, com letras minúsculas e itálicas. Não deve ser 
precedido do termo título.  

RESUMO - no máximo 1800 caracteres incluindo os espaços, em língua portuguesa. As 
informações devem ser precisas e sumarizar objetivos, material e métodos, resultados e 
conclusões. O texto deve ser justificado e digitado em parágrafo único e espaço duplo. Deve ser 
precedido do termo “Resumo” em caixa alta e negrito.  

PALAVRAS-CHAVE – inseridas abaixo do resumo. Máximo de cinco palavras em letras 
minúsculas, separadas por ponto-e-vírgula, em ordem alfabética, retiradas exclusivamente do 
artigo, não devem fazer parte do título, e alinhado a esquerda. Não deve conter ponto final. Deve 
ser precedido do termo “Palavras-chave” em caixa baixa e negrito.  

ABSTRACT -deve ser redigido em inglês, refletindo fielmente o resumo e com no máximo 1800 
caracteres. O texto deve ser justificado e digitado em espaçoduplo, em parágrafo único. Deve ser 
precedido do termo “Abstract” em caixa alta e negrito.  

KEY WORDS - inseridas abaixo do abstract. Máximo de cinco palavras em letras minúsculas, 
separadas por ponto-e-vírgula, em ordem alfabética, retiradas exclusivamente do artigo, não 
devem fazer parte do título em inglês, e alinhado a esquerda. Não precisam ser traduções exatas 
das palavras-chave e não deve conter ponto final. Deve ser precedido do termo “Key words” em 
caixa baixa e negrito.  

INTRODUÇÃO – abrange também uma breve revisão de literatura e, ao final, os objetivos. O texto 
deverá iniciar sob a primeira letra da palavra “Introdução” (escrita em caixa alta e negrito), com 
recuo da primeira linha do parágrafo a 1,0 cm da margem esquerda.  

MATERIAL E MÉTODOS - o autor deverá ser preciso na descrição de novas metodologias e 
adaptações realizadas nas metodologias já consagradas na experimentação animal. Fornecer 
referência específica original para todos os procedimentos utilizados. Não usar nomes comerciais 
de produtos. O texto deverá iniciar sob a primeira letra do termo “Material e Métodos” (escrito em 
caixa alta e negrito), com recuo da primeira linha do parágrafo a 1,0 cm da margem esquerda.  

RESULTADOS (O item Resultados e o item Discussão podem ser presentados juntos, na 
forma RESULTADOS e DISCUSSÃO, ou em itens separados) 

o texto deverá iniciar sob a primeira letra da palavra “Resultados” (escrita em caixa alta e negrito), 
com recuo da primeira linha do parágrafo a 1,0 cm da margem esquerda. Símbolos e unidades 
devem ser listados conforme os exemplos: Usar 36%, e não 36 % (não usar espaço entre o no e 
%); Usar 88 kg, e não 88Kg (com espaço entre o no e kg, que deve vir em minúsculo); Usar 42 
mL, e não 42 ml (litro deve vir em L maiúsculo, conforme padronização 
internacional); Usar 25oC, e não 25 oC (sem espaço entre o no e oC ); Usar (P<0,05) e não (p < 
0,05); Usar r

2
 = 0,89 e não r

2
=0,89; Nas tabelas inserir o valor da probabilidade como “valor de 

P”; Nas tabelas e texto utilizar média ± desvio padrão (15,0 ± 0,5). Devem ser evitadas 
abreviações não-consagradas, como por exemplo: “o T3 foi maior que o T4, que não diferiu do T5 
e do T6”. Este tipo de redação é muito cômodo para o autor, mas é de difícil compreensão para o 
leitor. Escreva os resultados e apresente suporte com dados. Não seja redundante incluindo os 
mesmos dados ou resultados em tabelas ou figuras.  

DISCUSSÃO - o texto deverá iniciar sob a primeira letra da palavra “Discussão” (escrita em caixa 
alta e negrito), com recuo da primeira linha do parágrafo a 1,0 cm da margem esquerda. 
Apresente a sua interpretação dos seus dados. Mostre a relação entre fatos ou generalizações 
reveladas pelos seus resultados. Aponte exceções ou aspectos ainda não resolvidos. Mostre 
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como os seus resultados ou interpretações concordam com trabalhos previamente publicados ou 
discordam deles, mas apresente apenas trabalhos originais, evitando citações de terceiros. 
Discuta os aspectos teóricos e/ou práticos do seu trabalho. Pequenas especulações podem ser 
interessantes, porém devem manter relação factual com os seus resultados. Afirmações tais 
como: "Atualmente nós estamos tentando resolver este problema..." não são aceitas. Referências 
a "dados não publicados" não são aceitas. Conclua sua discussão com uma curta afirmação sobre 
a significância dos seus resultados.  

CONCLUSÕES - preferencialmente redigir a conclusão em parágrafo único, baseada nos 
objetivos. Devem se apresentar de forma clara e sem abreviações. O texto deverá iniciar sob a 
primeira letra da palavra “Conclusão” (escrita em caixa alta e negrito), com recuo da primeira linha 
do parágrafo a 1,0 cm da margem esquerda.   

AGRADECIMENTOS - os agradecimentos pelo apoio à pesquisa serão incluídos nesta seção. 
Seja breve nos seus agradecimentos. Não deve haver agradecimento a autores do trabalho. O 
texto deverá iniciar sob a primeira letra da palavra “Agradecimento” (escrita em caixa baixa).  

NOTAS INFORMATIVAS - quando for o caso, antes das referências, deverá ser incluído 
parágrafo com informações e número de protocolo de aprovação da pesquisa pela Comissão de 
Ética e ou Biossegurança. (quando a Comissão de Ética pertencer à própria instituição onde a 
pesquisa foi realizada, deverá constar apenas o número do protocolo).  

REFERÊNCIAS - o texto deverá iniciar sob a primeira letra da palavra “Referências” (escrita em 
caixa alta e negrito). Omitir a palavra bibliográficas. Alinhada somente à esquerda. Usar como 
base as normas da Associação Brasileira de Normas Técnicas – ABNT (NBR 10520 (NB 896) - 
08/2002). Devem ser redigidas em página separada e ordenadas alfabeticamente pelo(s) 
sobrenome(s) do(s) autor(es). Os destaques deverão ser em NEGRITO e os nomes científicos, em 
ITÁLICO. NÃO ABREVIAR O TÍTULO DOS PERIÓDICOS. Indica-se o(s) autor(es) com entrada 
pelo último sobrenome seguido do(s) prenome(s) abreviado (s), exceto para nomes de origem 
espanhola, em que entram os dois últimos sobrenomes. Mencionam-se os autores separados por 
ponto e vírgula. Digitá-las em espaço simples e formatá-las segundo as seguintes instruções: no 
menu FORMATAR, escolha a opção PARÁGRAFO... ESPAÇAMENTO...ANTES...6 pts.Exemplo 
de como referenciar: 

ARTIGOS DE PERIÓDICOS: 

(citar os 3 primeiros autores seguido de "et al.") 

JOCHLE, W.; LAMOND, D.R.; ANDERSEN, A.C. et al. Mestranol as an abortifacient in the 
bitch. Theriogenology, v.4, n.1, p.1-9, 1975.  

Livros e capítulos de livro. Os elementos essenciais são: autor(es), título e subtítulo (se houver), 
seguidos da expressão "In:", e da referência completa como um todo. No final da referência, deve-
se informar a paginação. Quando a editora não é identificada, deve-se indicar a expressão sine 
nomine, abreviada, entre colchetes [s.n.]. Quando o editor e local não puderem ser indicados na 
publicação, utilizam-se ambas as expressões, abreviadas, e entre colchetes [S.I.: s.n.]. 

REFERÊNCIA DE LIVROS (in totum): 

BICHARD, S.J.; SHERDING, R.G. Small animal practice. Philadelphia : W.B. Saunders, 1997. 
1467 p. 

REFERÊNCIA DE PARTES DE LIVROS: (Capítulo com autoria) 

SMITH, M. Anestrus, pseudopregnancy and cystic follicles. In: MORROW, D.A. Current Therapy 
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REFERÊNCIA DE PARTES DE LIVROS: (Capítulo sem autoria) 

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In____. Sampling techniques. 3.ed. New York : 
John Willey, 1977. Cap.4., p.72-90.  

OBRAS DE RESPONSABILIDADE DE UMA ENTIDADE COLETIVA: A entidade é tida como 
autora e deve ser escrita por extenso, acompanhada por sua respectiva abreviatura. No texto, é 
citada somente a abreviatura correspondente. Quando a editora é a mesma instituição 
responsável pela autoria e já tiver sido mencionada, não é indicada. 
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autores, citar o sobrenome do primeiro autor seguido de et al. obedecendo aos exemplos abaixo: 

Silva e Oliveira (1999) 

Schmidt et al. (1999) 

(Silva et al., 2000) 
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Setor de Ciências Agrárias 

Curso de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias 

Rua dos Funcionários, 1540 80035-050 - Curitiba - Paraná - Brasil 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a superovulação 

associada ao coasting de FSH, melhorou a quantidade de folículos, contudo, reduziu a a 

taxa de recuperação de complexos cumulus-oócitos, revelando que  esta técnica não foi 

capaz de contribuir com a sustentabilidade da cadeia produtiva bovina. 

Desta forma, não se recomendada este protocolo como estratégia reprodutiva para 

fêmeas bovinas doadoras de oócitos da raça Wagyu.  
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ANEXO 1.  

 

 
 


