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APRESENTAÇÃO

As diversas áreas estudadas cientificamente dispõem ao público leitor, um 
conhecimento em diversos assuntos ligados a ciência animal e afins. 

Os capítulos contidos nesse livro abordam assuntos relacionados a saúde 
animal incluindo estudos sobre a reprodução, assuntos que falam da parasitologia, 
comportamento animal entre outros.

Nesse volume foram abordados temas o efeito na maturação in vitro de 
oócitos ovinos, Correlação taxa de prenhes em vacas nelore e análise de casos de 
maus tratos contra cães e gatos.

Outros assuntos como o comportamento de cães, onde o perfil comportamental 
de uma raça é o resultado da sua bagagem genética e pode se manifestar pela 
maneira como o animal se comporta no ambiente onde vive e por suas reações aos 
vários estímulos que recebe neste ambiente.

Os primeiros capítulo nos atualiza sobre a atuação de Angiotensina-(1-7) 
peptídeo que atua principalmente no sistema cardiovascular e reprodutor e 
tem sido relatado em várias espécies influenciando a reprodução animal. Isso 
torna a Angiotensina-(1-7) uma aliada para futuros protocolos reprodutivos como 
inseminação, transferência de embrião, sincronização de estro e maturação de in 
vitro oócitos. 

Esses assuntos servem como fonte de referência para o aprofundamento 
intelectual dos profissionais e estudantes em ciência animal, trazendo abordagem 
clara e concisa sobre diversos assuntos, proporcionar uma fonte de estudo e 
atualização para todos que querem se aprofundar na ciência animal 

Alécio Matos Pereira
Wesklen Marcelo Rocha Pereira

Sara Silva Reis
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RESUMO: A Ovum Pick-up (OPU) é uma 
das etapas do processo de Produção in vitro, 
sendo crucial para a obtenção de estruturas 
para biotécnicas reprodutivas. O objetivo deste 
experimento consiste na avaliação dos complexos 
cúmulos-oócito (CCOs) obtidos por fêmeas da 
raça Girolando. Para tanto, foram utilizados oito 
vacas e dez novilhas para obtenção dos CCOs. 
Foram realizadas quatro sessões de OPU, 
com intervalo de 15 dias, acoplada a uma guia 
de aspiração transvaginal. Dados qualitativos 
(número total de estruturas recuperadas; número 
e proporção de CCOs viáveis, proporção de 
acordo com a qualidade dos CCOs) foram 
comparados pelo teste do χ2, para p<0,05. 
Foram recuperadas 458 e 320 estruturas das 
novilhas e vacas, respectivamente. As novilhas 
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apresentaram maiores proporções CCOs totais e viáveis (p<0,05) em relação as 
vacas. Não houve diferença significativa quanto a proporção grau I entre as categorias. 
As vacas foram superiores (p<0,05) na proporção grau II (GII) quando comparadas 
às novilhas. Porém, as novilhas apresentaram melhores proporções em grau III (GIII) 
e atrésicos e/ou degenerados (AT/DEG). Não houve diferença significativa para 
proporção grau IV (GIV) entre as categorias. A categoria novilha proporcionou uma 
maior quantidade de estruturas recuperadas (GIII e AT/DG) em relação às vacas, 
porém as vacas apresentaram maior quantidade de GII.
PALAVRAS-CHAVE: Bovinos, CCOs, OPU.

EFFECT OF COW OR HEIFERS CATEGORY ON THE QUALITY OF 
CUMULUS-OOCYTE COMPLEXES (COCs) OF GIROLANDO BREED 

FEMALES
ABSTRACT:  Ovum Pick-up (OPU) is one of the stages of the in vitro production 
process, being crucial for obtaining structures for reproductive biotechniques. The 
objective of this experiment is to evaluate the cumulus-oocyte complexes (CCOs) 
obtained by Girolando females. For this purpose, eight cows and ten heifers were used 
to obtain the CCOs. Four sessions of OPU were performed, with an interval of 15 days, 
coupled with a transvaginal aspiration guide. Qualitative data (total number of structures 
recovered; number and proportion of viable CCOs, proportion according to the quality 
of CCOs) were compared using the χ2 test, for p<0,05. 458 and 320 structures of 
heifers and cows, respectively, were recovered. Heifers showed higher proportions of 
total and viable CCOs (p<0.,05) compared to cows. There was no significant difference 
regarding the degree I ratio between the categories. Cows were higher (p<0,05) in 
the proportion of degree II (GII) when compared to heifers. However, heifers showed 
better proportions in grade III (GIII) and atresia and / or degenerate (AT/DEG). There 
was no significant difference for the grade IV proportion (GIV) between the categories. 
The heifer category provided a greater amount of recovered structures (GIII and AT/
DG) compared to cows, however the cows showed a greater amount of GII.
KEYWORDS: Cattle, COCs, OPU.

1 | 	INTRODUÇÃO
A bovinocultura de leite no Brasil tem apresentado uma evolução importante 

atualmente. Neste setor, a região Nordeste produziu 3,89 bilhões de litros de leite 
em 2017, representando 11,6% do leite nacional. Dentre os Estados que o compõe, 
no Maranhão a produção foi de 9,1% com 617 litros de leite/vaca/ano (EMBRAPA 
GADO DE LEITE, 2019).

Paralelamente, biotécnicas reprodutivas vêm sendo aprimoradas com o 
intuito de maximizar a eficiência de animais geneticamente superiores visando um 
maior número de descendentes num período de tempo curto, favorecendo, então, 
os programas de melhoramento genético.
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Vacas e novilhas têm sido alvo de várias pesquisas, para que o aproveitamento 
mais racional de seus gametas seja possível. Segundo HAFEZ (2000), a fêmea 
bovina possui, aproximadamente 70.000 oócitos em seus ovários, que podem gerar 
perto de 0,01% de produtos viáveis, ou seja, um número próximo a dez descendentes 
em toda sua vida reprodutiva (BOLS et al., 1997).

A produção de embriões in vitro (PIV) constitui-se nas seguintes etapas: 
Aspiração Folicular ou Ovum Pick-up (OPU), Maturação in vitro (MIV), Fertilização 
in vitro (FIV), o Cultivo in vitro (CIV) e, por fim a Transferência de embriões (TE) para 
as receptoras, denominado de inovulação, ou criopreservação.

O método de aspiração folicular em bovinos foi proposto pela primeira vez em 
1987, por CALLENSEN et al. Em 1988, a coleta de folículos in vivo por aspiração 
guiada por ultrassom transvaginal foi estabelecido pela primeira vez em bovinos 
por holandeses (PIETERSE et al., 1988), estes investigadores demonstraram que 
a recuperação de CCOs por repetidas OPU poderia ser realizada sem riscos para a 
saúde e atividade reprodutiva. 

A coleta de oócitos em vacas e novilhas de alto valor genético constitui-
se num procedimento com agulhas conectadas a uma linha de aspiração e uma 
bomba de vácuo, associado a anestésicos locais. Esta técnica permite um repetido 
exame do sistema reprodutor interno de fêmeas, através do fundo de saco vaginal e 
visualmente assistida com o auxílio da ultrassonografia, podendo ser realizada em 
condições de campo e não necessita de métodos cirúrgicos (SENEDA, 2003).

A aplicação da OPU é de grande importância para a multiplicação rápida de 
animais, mesmo sem tratamento hormonal, oócitos imaturos que sofreriam atresia, 
colhida via transvaginal, podem ser usados com sucesso para a PIV (KRUIP et al. 
1994). Algumas vantagens são observadas na aplicação da OPU-PIV. NIBART et al. 
(1995), demonstraram que é possível obter 18 gestações em três meses utilizando 
aspiração folicular, enquanto com a TE clássica, no mesmo período, seria possível 
obter apenas 5 gestações. 

GONÇALVES et al. (2007) afirmaram que o uso da técnica e o aprimoramento 
das condições in vitro tornaram viável a aplicação da PIV em escala comercial, 
devido a capacidade de se produzir 50 a 100 embriões/ano realizando duas punções 
semanais durante vários meses.

A OPU pode ser aplicada com sucesso em vacas prenhas até o terceiro mês 
de gestação (KRUIP et al., 1994), vazias e novilhas. Recentemente, TAKUMA et al. 
(2010) compararam a eficiência OPU em vacas vazias e prenhas entre os períodos 
quentes e frios. A qualidade dos CCOs recuperado não diferiu em relação à fase 
reprodutiva das vacas doadoras.

Durante a aspiração folicular, parâmetros na técnica são importantes para 
o sucesso utilizando ovários in vivo e post-mortem. Os resultados da OPU, em 
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termos numéricos e de qualidade, no que diz respeito a recuperação dos CCOs são 
influenciados por fatores técnicos e biológicos (BOLS, 1997; DE ROOVER et al., 
2005). O sucesso e a eficiência de um programa de PIV irá depender da quantidade 
e na qualidade dos CCOs recuperados. A qualidade do oócito pode ser expresso 
tanto morfologicamente e intrinsecamente nos processos da produção in vitro.

As variações na técnica constituem o método de obtenção dos CCOs e 
este tem considerável influência sobre a quantidade e a morfologia das estruturas 
obtidas e consequentemente sobre a competência para o desenvolvimento (BOLS 
et al., 1997).

Os aspectos biológicos da OPU possuem dados conflitantes, que podem 
ser considerados pela complexidade da questão, uma vez que BOLS et al. (1997) 
propôs dois níveis principais de variação: a importância da classe fisiológica da 
doadora e o quanto o folículo podia interferir na qualidade do oócito. No entanto, 
os animais pré-púberes têm mostrado reduzida competência de seus oócitos para 
chegar até blastocisto (REVEL et al., 1995).

O fator individual tem sido apontado como de grande importância na 
competência dos oócitos para o desenvolvimento, apesar das variações pertinentes 
à raça, idade e condição corporal (BOLS et al., 1997; WATANABE et al., 1999). 
Nesse contexto, recentemente foi descrito uma recuperação de CCOs favorável 
relacionada ao tamanho do folículo e o estado de diferenciação.

Considerando a importância da raça Girolando para a pecuária leiteira nos 
trópicos, este experimento teve o objetivo de avaliar a qualidade e a proporção dos 
CCOs coletados por aspiração folicular em novilhas e vacas Girolandas. 

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS
Os procedimentos e métodos descritos a seguir foram aprovados pela 

Comissão de Ética e Experimentação Animal – CEEA do Curso de Medicina 
Veterinária da UEMA, conforme protocolo nº 023/2015 para a execução da pesquisa, 
atendendo as normas de Bem-Estar Animal da Resolução do CRMV nº 1000/2012 
e a Lei 11.794/2008.

O projeto foi realizado na cidade de São Luís - Maranhão (02º 31’ 47” S 44° 
18’ 10” W), especificamente no Núcleo de Ruminantes localizado na Universidade 
Estadual do Maranhão (UEMA). Foram utilizadas novilhas (n=10) e vacas (n=8) 
com condição de escore corporal médio de 3,5 e manejo nutricional e sanitário 
adequados.

 As fêmeas foram imobilizadas em tronco de contenção e submetidas à 
anestesia epidural com 5,0mL de cloridrato de lidocaína a 2% (Lidovet, BRAVET, 
Brasil), antissepsia da região perineal com água utilizando sabão neutro e álcool a 
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70%.
Foram realizadas quatro sessões de aspiração folicular (OPU) a intervalos 

de 15 dias, em um total de 72 aspirações das 18 fêmeas doadoras dos dois grupos 
experimentais: novilhas (n=10) e vacas (n=8). 

A OPU foi realizada de acordo com a metodologia descrita por PIETERSE et 
al. (1988) e adaptada por SENEDA et al. (2003) utilizando a técnica ultrassonografia 
(CHISON, 9300VET) com transdutor convexo de 5,0MHz acoplado a uma guia de 
aspiração transvaginal (WTA Ltda., Brasil). As aspirações foram realizadas com 
agulhas descartáveis 20G (WTA Ltda.), acoplada a uma tubulação de silicone com 
2mm de diâmetro e 80cm de comprimento (WTA Ltda.), que por sua vez foi conectada 
a um tubo cônico de 50mL contendo 10mL de meio LAV (1 mL de PBS, 12,5 UI de 
heparina e 1% de soro fetal bovino). A pressão da bomba a vácuo (WTA, Watanabe 
Tecnologia Aplicada BV-003) foi mantida de 35 a 50 mmHg (fluxo de 15mL de meio/
min). 

A guia de aspiração foi introduzida na vagina, posicionada no fundo de 
saco vaginal, junto ao fórnix cervical e com o auxílio da manipulação transretal, 
os ovários foram posicionados na linha de punção indicada na tela do aparelho de 
ultrassonografia, os folículos acima de 2mm foram puncionados e aspirados.

O material aspirado nos tubos Falcon de 5mL foi encaminhado para Laboratório 
de Reprodução Animal (LABRA - UEMA) e transferido para um filtro de coleta de 
embriões (Nutricell®) e lavado com solução salina – fosfato tampão (DMPBS – 
FLUSH, NUTRICELL, BR) a 37ºC. O conteúdo folicular aspirado foi depositado em 
placas de Petri (100x20mm) para a visualização sob lupa estereomicroscópica. 

Os complexos cumulus-oócito (CCOs) foram transferidos para placas de 
Petri medindo 30x15 mm contendo TCM 199 (com sais de Hanks) e classificados de 
acordo com a qualidade morfológica em Graus I, II, III, IV, atrésicos/degenerados, 
conforme LEIBFRIED e FIRST (1979), considerando os CCOs em Grau I – CCO 
compacto, mais de três camadas de células do cumulus, citoplasma homogêneo; 
Grau II – CCO compacto com três ou menos camadas de células do cumulus 
com citoplasma  levemente heterogêneo; Grau III – Oócito parcialmente desnudo, 
mostrando  remoção de células do cumulus em menos de um terço da superfície 
da zona  pelúcida e/ou citoplasma heterogêneo; Grau IV – Desnudo, ausência de 
células do  cumulus na maior parte da superfície da zona pelúcida, pode haver ou 
não  granulações no citoplasma; Degenerados –

ooplasma irregular e/ou contraído, apresentando espaço entre a membrana 
citoplasmática e a zona pelúcida, vacuolizado  ou fragmentado. 

Apenas os CCOs (Graus I, II e III) foram considerados viáveis. Os dados para 
as variáveis estudadas (número total de estruturas recuperadas; número e proporção 
de complexos cumulus-oócito/CCOs) viáveis por categoria foram comparados pelo 
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teste do χ2, para p<0,05.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
O efeito da categoria (novilha e vaca) e número total de estruturas recuperadas 

por OPU são apresentados na Tabela 1. 
Das quatro sessões realizadas de OPU foram recuperados 778 CCOs totais 

(458 CCOs novilhas e 320 CCOs vacas) e 732 CCOs viáveis (427 CCOs novilhas 
e 305 CCOs vacas). As novilhas foram superiores (p<0,05) em relação as vacas 
quanto ao número de CCOs totais e viáveis.

Estruturas
Recuperadas

CATEGORIA

NOVILHAS VACAS

N % N %

Totais 458 58,8A 320 41,2B

Viáveis 427 58,3A 305 41,7B

A, B: letras desiguais na linha diferem estatisticamente pelo teste do χ2, para p<0,05

Tabela 1. Número total de estruturas recuperadas por OPU.

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

Em contraste, Roth et al. (2008), avaliaram a qualidade do CCOs recuperados 
e os níveis de esteroides foliculares de novilhas, vacas (60-95d pós-parto) e vacas 
em lactação (120-225d pós-parto) e observaram que não houve diferença entre as 
categorias para CCOs totais, taxa de clivagem e taxa de blastocisto. 

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

O efeito das categorias (novilhas e vacas) sobre a proporção de recuperação 
baseada na qualidade oocitária entre os tratamentos são apresentados na Tabela 2. 

Não houve diferença significativa quanto a proporção grau I (GI) entre as 
categorias. As vacas foram superiores (p<0,05) na proporção grau II (GII) quando 
comparadas às novilhas. Porém, as novilhas apresentaram maiores proporções 
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em grau III (GIII) e atrésicos e/ou degenerados (AT/DEG). Não houve diferença 
significativa para proporção grau IV (GIV) entre as categorias.

Estruturas
Recuperadas

CATEGORIA

NOVILHAS VACAS

N % N %

Grau I 98 23,0A 75 24,6A

Grau II 116 27,2B 149 48,9A

Grau III 213 49.8A 81 26,5B

Grau IV 3 0,7A 1 0,3A

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

A, B: letras desiguais na linha diferem estatisticamente pelo teste do χ2, para p<0,05.

GI - Grau 1; GII - Grau 2; GIII - Grau 3; GIV - Grau 4; AT/DEG - Atrésico e/ou 
Degenerado.

Tabela 2. Proporção de recuperação baseada na qualidade oocitária entre os 
tratamentos e entre os graus de qualidade oocitária conforme classificação morfológica.

Em relação à quantidade dos CCOs grau I, as categorias novilha ou vaca 
obtiveram totais de 98 e 75, respectivamente, não influenciando a quantidade de 
oócitos recuperados (P>0,05), RAMOS et al. (2006), obtiveram 55 CCOs de grau I 
ao aspirar vacas da raça Gir sem estimulação hormonal. 

Independentemente da sua origem (vaca ou novilha), os CCOs de boa 
qualidade apresentam várias camadas de células do cumulus completas e 
compactas, citoplasma homogêneo e finamente granulado (BLONDIN et al. 1995). 

A qualidade do oócito implica no sucesso das tecnologias de reprodução in 
vitro, a presença das células do cumulus é benéfica para a obtenção de embriões, 
pois oócitos desnudos tem baixa taxa de clivagem embrionária (VASSENA et al. 
2003), os CCOs grau I possuem maior capacidade de clivagem na produção in vitro 
SENEDA et al. (2003). 

PONTES et al. (2010) submeteram vacas de diferentes raças, obtendo a média 
de 24,3 CCOs viáveis por sessão de OPU em fêmeas mestiças (½ Holandês x ½ 
Gir), porém no presente estudo obteve-se uma média de 43,22 CCOs viáveis/OPU, 
tais resultados podem ser explicados pela menor variedade de animais aspirados.

A categoria vaca obteve maior quantidade de CCOs grau II (P<0,05) em 
relação às novilhas, obtendo 149 e 116, respectivamente. Este achado foi menor 
quando comparado a SOUSA (2007) que obteve 379 CCOs grau II recuperados 
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de fêmeas Bos taurus indicus, devido a diversos protocolos hormonais utilizados 
anteriormente por serem provenientes de programas transferências de embriões e 
apresentarem diversos problemas reprodutivos. PONTES et al. (2010) explicam que 
se têm melhor resultado utilizando animais reprodutivamente sadios.

A categoria novilha foi superior (p<0,05) na proporção de CCOs grau III 
e AT/DEG, quando comparados às vacas. Estes achados foram diferentes dos 
achados de MERTON et al. (2003) que obtiveram melhor resposta embrionária da 
categoria novilha em relação a categoria vaca. Em nossa pesquisa, foi observado a 
superioridade das novilhas na proporção de CCOs totais em relação as vacas. 

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

Em contraste, observaram maior proporção de GIV em novilhas sobre as 
vacas, o que difere da nossa pesquisa, onde os CCOs GIV não diferiram entre os 
tratamentos (novilha e vaca).

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS
A Ovum pick-up é viável em vacas e novilhas proporcionando uma taxa de 

recuperação satisfatória para a produção in vitro de embriões bovinos, no entanto 
a categoria novilha proporcionou uma maior quantidade de estruturas recuperadas 
(GIII e AT/DG) em relação às vacas, porém as vacas apresentaram maior quantidade 
de GII.
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