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RESUMO 
 

Com o objetivo de avaliar diferentes situações de estresse calórico sobre a ativação e 

desenvolvimento folicular, maturação de oócitos e produção de embriões por ovelhas Santa 
Inês, quatro experimentos foram realizados. No primeiro, avaliou-se a influência das condições 

climáticas sobre a ativação e o desenvolvimento de folículos pré-antrais, através do cultivo in 

vitro de fragmentos de córtex ovariano. Os resultados encontrados demonstraram que as 

condições climáticas da época do ano com temperaturas mais elevadas não prejudicaram a 
ativação e crescimento dos folículos pré-antrais. No segundo, avaliou-se o desenvolvimento 

folicular e a recuperação de oócitos por punção ovariana de ovelhas mantidas em condições de 

conforto e estresse calórico. Os resultados foram redução no número de folículos e de oócitos 
recuperados na primeira seção de aspiração nas ovelhas em estresse calórico. No terceiro, foi 

avaliada a influencia do estresse calórico na viabilidade e capacidade de maturação in vitro dos 

oócitos recuperados no experimento anterior. Neste, não foi encontrado diferença entre 
tratamentos (conforto e calor). No quarto e último experimento, avaliou-se a oferta de sombra 

artificial sobre a resposta superovulatória e produção de embriões em duas épocas do ano. Não 

foram encontradas diferenças entre presença e ausência de sombra. Contudo, foi encontrado 

menor média de ovulações para as ovelhas superovuladas na época de temperaturas mais 
elevadas. Concluindo, o estresse calórico prejudica o crescimento final e a taxa de ovulação das 

ovelhas Santa Inês. 

 
Palavras chave: embriões, folículos, oócitos, ovinos 

 

 

ABSTRACT 
 

In order to evaluate different situations of heat stress on the activation and follicular 
development, oocyte maturation and embryo production for Santa Inês ewes, four experiments 

were conducted. In the first, the influence of climatic conditions on the activation and 

development of preantral follicles, through in vitro culture of ovarian cortex fragments. The 
results showed that climatic conditions the season with higher temperatures did not prevent the 

activation and growth of preantral follicles. Then, it was evaluated follicular development and 

oocyte retrieval puncture of sheep ovarian maintained under conditions of heat stress and 

comfort. The results were reduction in the number of follicles and oocytes retrieved in the first 
section of aspiration in sheep under heat stress. In the third, we evaluated the influence of heat 

stress on viability and in vitro maturation of oocytes retrieved in the previous experiment. In 

this, no differences were found between treatments (comfort and warmth). In the fourth 
experiment, we evaluated if the supply of artificial shade on the superovulatory response and 

embryo production in two seasons. No differences were found between presence and absence of 

shade. However, we found lower mean ovulations for superovulated ewes at the time of higher 

temperatures. In conclusion, heat stress affects the final growth and ovulation rate of Santa Inês 
sheep. 

 

Keywords: embryo, follicle, oocyte, sheep 
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INTRODUÇÃO 

 

A criação de ovinos nos últimos anos tem se mostrado uma atividade de grande importância 

para algumas regiões do Brasil, com destaque para o nordeste, com 10,1 milhões de cabeças em 

2011, região com maior participação do rebanho nacional, com 57,24% (IBGE). Este 
crescimento da ovinocultura está associado à maior disseminação de animais de raças 

deslanadas, principalmente em regiões com pouca tradição neste segmento, como o centro-oeste 

e o sudeste. Entretanto, a maior parte dos rebanhos nacionais ainda está instalada em regiões 
adversas, muitas vezes, em situações inóspitas, tanto nutricionais como ambientais.  

O clima é um dos componentes ambientais que exerce efeito pronunciado sobre o bem-estar 

animal e, por consequência, sobre a produção e reprodução (Clemente e Borges, 2007), podendo 

ser considerado um fator regulador ou mesmo limitador da exploração animal para fins 
econômicos (Pereira, 2005). 

Estudos in vitro com estresse calórico em tecido ovariano foram realizados por Munhoz e Luna 

(2008), os quais, após a exposição in vitro de tecido ovariano de bovinos, a 42 °C por 20 
minutos verificaram redução no diâmetro, tanto dos folículos pré-antrais (primordial e 

primário), como também dos oócitos, comparados ao controle. Luna et al. (2010), também 

expuseram tecido ovariano de bovino ao calor (42 °C por 20 min.), e verificaram redução da 
viabilidade dos folículos primordiais, além de alterações na morfologia de 100% dos folículos. 

Entretanto, ainda não existem relatos na literatura sobre os efeitos das condições climáticas 

nesta categoria folicular em ovinos. 

Trabalhos avaliando o estresse calórico em ovelhas têm sido realizados com a exposição dos 
animais a elevadas temperaturas em câmaras bioclimáticas (Naqvi et al., 2004; Gomes, 2011) ou 

expondo gametas in vitro (Santos Junior, 2010). Neste sentido, Santos Junior (2010) expôs 

complexos cúmulos oócito de ovelhas a 41 °C por 0, 3, 6, 12, 18 e 24 horas durante a maturação 
in vitro, e verificou redução gradativa e significativa na porcentagem de oócitos que atingiram o 

estádio de metáfase II, de acordo com os tempos em que foram expostos ao calor. O mesmo 

ocorreu para a formação de blastocisto, até o dia oito de cultivo. Por outro lado, o mesmo autor 
encontrou aumento significativo de embriões com apoptose à medida que aumentava os tempos 

de estresse térmico sobre o oócito, durante a maturação in vitro. Contudo, estudos sobre os 

efeitos do estresse calórico materno sobre a maturação in vitro de oócitos de ovinos, ainda não 

foram realizados. 
Em ovelhas, os estudos sobre os efeitos do estresse térmico sobre a função reprodutiva são 

limitados. Mas sabe-se que a eficiência reprodutiva dos ovinos é adversamente afetada pela 

hipertermia (Sawyer et al., 1979). Além disso, sabe-se também que altas temperaturas reduzem 
as taxas de fertilidade e alteram a duração da gestação, aumentam as taxas de aborto e 

reabsorção embrionária (Ingran e Mount, 1975). O estresse térmico durante a fase folicular em 

ovelhas, também leva à ovulação de oócitos com reduzida competência de desenvolvimento, 

afetando a qualidade do embrião (Naqvi et al., 2004). 
Galgado no potencial genético que a raça Santa Inês representa para a ovinocultura brasileira, é 

necessário conhecer melhor a eficiência reprodutiva da raça quando submetida a estresse 

térmico como o encontrado frequentemente em certas regiões do Brasil, apesar de a raça Santa 
Inês ser considerada de alta adaptabilidade a localidades com elevadas temperaturas, observa-se 

que animais desta raça procuram naturalmente por sombreamento quando submetidos à intensa 

insolação, tentando minimizar os seus efeitos. Portanto, é necessário comprovar e quantificar a 
susceptibilidade ou resistência ao estresse térmico destes animais e avaliar o seu efeito sobre as 

características reprodutivas, particularmente, o desenvolvimento folicular.  
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HIPÓTESE 

 

O crescimento e desenvolvimento folicular e embrionário precoce de ovelhas da raça Santa Inês 

são sensíveis ao estresse calórico. 

 
 

OBJETIVOS 

 
1) Avaliar a influência das condições ambientais de duas distintas épocas do ano (épocas de 

maiores e menores temperaturas) na região do semiárido brasileiro sobre a ativação e 

desenvolvimento in vitro de folículos pré antrais de ovinos, submetidos a diferentes 

concentrações de FSHr durante o cultivo (Capítulo 1). 
 

2) Avaliar a influência de duas distintas condições ambientais (temperaturas de conforto e estresse 

térmico) em câmara climatizada sobre o crescimento folicular induzido hormonalmente e a 
recuperação de complexos cumulus-oócito por aspiração videolaparoscópica de ovelhas Santa 

Inês (Capítulo 2). 

 
3) Avaliar a qualidade dos complexos cumulus-oócito e a capacidade de maturação in vitro destes, 

após serem puncionados de ovelhas Santa Inês, mantidas nas condições de conforto e estresse 

calórico em câmara climatizada (Capítulo 3). 

 
4) Avaliar a influência do fornecimento de sombra artificial sobre as respostas reprodutivas de 

ovelhas Santa Inês submetidas a protocolos de superovulação nos períodos de maiores e 

menores temperaturas do ano, na região do semiárido brasileiro (Capítulo 4). 
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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Foliculogênese  

1.1. Características dos folículos 

ovarianos  

A definição de foliculogênese consiste no 

processo de formação, crescimento e 

maturação folicular, iniciando-se com a 

formação do folículo primordial e 
culminando com o estádio de folículo 

dominante ou pré-ovulatório (Figueiredo et 

al., 2008). O folículo é considerado a 
principal unidade morfofuncional dos 

ovários de mamíferos (Gore-Langton e 

Armstrong, 1994). Este tem a função de 
proporcionar um ambiente ideal para o 

crescimento e maturação do oócito, além de 

produzir hormônios esteróides (Gordon, 

1994) e peptídeos (Adashi, 1994). 

Composto por um oócito rodeado por 

células somáticas (células da granulosa e 

tecais), o folículo sofre diversas alterações 
morfológicas durante a foliculogênese. 

Dessa forma, à medida que o oócito cresce, 

as células da granulosa circundantes se 
diferenciam, e mudam de categoria 

folicular, classificado os de acordo com o 

grau de evolução em: folículos pré-antrais 

ou não cavitários (folículos primordiais, 
primários e secundários), e folículos antrais 

ou cavitários (folículos terciários e pré-

ovulatórios) (Figueiredo et al., 2008). 

Dentre os folículos pré-antrais, os folículos 

primordiais são os mais numerosos nos 

ovários das ovelhas. Estes são formados por  

um oócito quiescente, com formato esférico 
ou oval, circundado por algumas células da 

granulosa de formato pavimentoso, sem 

nenhuma junção específica, apenas uma 
justaposição entre o oócito e células da 

granulosa (Lucci et al., 2001).  

Com o início do crescimento folicular 
(ativação), os folículos primordiais 

gradualmente adquirem células da 

granulosa com formato cúbico, tornando-se 
folículos de transição, para em seguida, 

formarem os folículos primários, quando a 

primeira camada de células da granulosa 

que circunda o oócito seja composta 
unicamente por células cúbicas (Silva et al., 

2004). A partir desse estádio, o oócito passa 

a manter um estreito contato com essas 
células, mediado por endocitose (Lucci et 

al., 2001). 

Com a multiplicação das células da 

granulosa nos folículos, ocorre a formação 
de mais de uma camada de células cúbicas 

ao redor do oócito, formando os folículos 

secundários. Nessa fase, inicia-se a 
formação da zona pelúcida (Lucci et al., 

2001), bem como a formação das camadas 

de células da teca a partir do estroma 
intersticial (Van Den Hurk e Zhao, 2005). 

Após o crescimento dos folículos 

secundários e a organização das células da 

granulosa em várias camadas, ocorre a 
formação do antro (cavidade repleta de 

líquido entre as células da granulosa). A 

partir deste estádio, os folículos passam a 
ser denominados terciários ou antrais, e tem 

o seu diâmetro aumentado de forma 

acentuada, devido ao crescimento do 
oócito, multiplicação das células da 

granulosa e da teca e aumento da produção 

de fluido antral, intensificada pelo aumento 

da vascularização folicular e 
permeabilidade dos vasos sanguíneos. 

O folículo pré-ovulatório é o último estádio 

do desenvolvimento folicular, este é 
caracterizado por um oócito circundado por 

células da granulosa especializadas, 

denominadas de células do cumulus. Além 

disso, as células da granulosa dos folículos 
pré-ovulatórios param de se multiplicar, e 

passam a se diferenciar em resposta ao 

hormônio luteinizante (LH). A partir deste 
estádio, ou o folículo se rompe, 

promovendo a ovulação em resposta ao 

pico de LH (Driancourt et al., 1991), ou 
entra em atresia, se o corpo lúteo ainda 
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estiver ativo. Nos mamíferos de forma 
geral, os folículos ovarianos de todas as 

fases de desenvolvimento estão presentes 

ao longo da vida reprodutiva, e geralmente 

encontra-se em três estádios: folículos 
quiescentes, em crescimento ou atrésicos. 

Entretanto, os sinais que ativam os folículos 

primordiais quiescentes, e os induzem ao 
início de seu crescimento em direção à 

ovulação ou atresia ainda não são 

completamente conhecidos (McNatty et al., 

1999). 

1.2. População folicular ovariana 

Na ovelha, a população folicular ovariana é 

estabelecida ainda na vida fetal. Contudo, o 
número de folículos por ovário varia muito 

entre espécies, e entre indivíduos da mesma 

espécie, podendo ser encontrado em 
ovelhas, variações de zero a 33.000 

folículos por ovário (Amorim et al., 2000), 

e até mesmo até 160.000 folículos, segundo 

Driancourt et al. (1991). Destes, 
aproximadamente 90% encontram-se na 

fase de folículos pré-antrais, os quais 

representam o estoque de gametas 
femininos (Figueiredo et al., 2008). 

Apesar desta grande população folicular 

presente nos ovários, uma redução 
ordenada, e geralmente de forma 

exponencial, ocorre no número de folículos 

pré-antrais  ao longo da vida reprodutiva  

dos animais (Shaw et al., 2000). Essa 
redução ocorre devido a dois fenômenos 

fisiológicos que ocorrem nos ovários, a 

ovulação e a atresia folicular (Skinner, 
2005). Apenas uma pequeníssima parte dos 

folículos formados ainda na vida fetal chega 

à ovulação, a grande maioria 

(aproximadamente 99,9%) entram em 
atresia durante as fases de crescimento e 

maturação, tanto por apoptose, quanto por 

degeneração (Figueiredo et al., 2008). 

 

1.3. Ativação e crescimento dos folículos 

pré-antrais  

Na espécie ovina, a ativação e o 

crescimento folicular iniciam-se com a 

transformação morfológica dos folículos 
primordiais. Estudos recentes têm 

demonstrado que estes folículos e demais 

estádios subsequentes, expressam diferentes 
fatores de crescimento que parecem 

controlar a ativação e o desenvolvimento 

dos folículos pré-antais (Figueiredo et al., 

2008). 

Um desses fatores de crescimento é o kit 

ligant (KL), também denominado stem cell 

factor, que interage com o seu receptor c-
kit. Em ovinos, esse fator foi demonstrado 

em células da granulosa de folículos pré-

antrais, e o seu receptor (c-kit) expresso em 
oócitos e células da teca de folículos 

secundários (Motro e Bernstein, 1993). 

Camundongos transgênicos que não 

sintetizam KL ou c-kit apresentam 
interrupção da foliculogênese durante os 

estádios pré-antrais (Yoshida et al., 1996). 

Alguns fatores pertencentes à família de 
fatores de crescimento de transformação-β 

(TGF-β) também foram encontrados em 

folículos pré-antrais de ovelhas, assim 
como o fator de crescimento e 

diferenciação-9 (GDF-9) e a proteína 

morfogenética óssea-15 (BMP-15). Ovelhas 

transgênicas que não expressam GDF-9 e 
BMP-15 apresentam crescimento folicular 

interrompido na fase de folículo primário e 

são consequentemente inférteis (Figueiredo, 
2008). 

A ativina é outro membro dessa família, 

que juntamente com seus receptores dos 

tipos IA, IB, IIA e IIB, também está 
presente nos folículos pré-antrais (Tisdall et 

al., 1994). Apesar da folistatina não 

pertencer a família TGF-β, neutraliza a ação 
da ativina e da BMP-15, controlando suas 

ações (Otsuka et al., 2001). Diversos 

trabalhos têm demonstrado a importância 
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do sistema ativina-folistatina no controle da 
função ovariana (Van den Hurk e Zhao, 

2005). Experimentos in vitro, 

demonstraram que a ativina-A estimula a 

proliferação das células da granulosa nos 
folículos pré-antrais e o início da formação 

de antro nestes folículos. Além disso, 

regula os receptores do hormônio folículo-
estimulante (FSH) e a atividade da 

aromatase induzida por este (Xiao et al., 

1992). 

Apesar do crescimento folicular durante a 
fase pré-antral não ser dependente de FSH, 

existem evidências de que o FSH influencia 

indiretamente essa etapa da foliculogênese 
(Ataya et al., 1995.). 

1.4. Crescimento e desenvolvimento dos 

folículos antrais  

Em ovelhas, o crescimento e 

desenvolvimento dos folículos antrais é 

caracterizado pelas fases de crescimento, 

recrutamento, seleção e dominância (Van 
Den Hurk e Zhao, 2005), sendo a formação 

dos folículos pré-ovulatórios uma etapa 

crucial a ovulação e formação do corpo 
lúteo, bem como, a manutenção da 

fertilidade (Drummond, 2006). 

Os folículos antrais durante a fase inicial de 
crescimento são pouco sensíveis às 

variações de gonadotrofinas cíclicas. Nessa 

fase, suas necessidades de FSH e LH são 

baixas (Driancourt et al., 1991), e os 
hormônios gonadotróficos exercem pouca 

ação sobre a proliferação das células da 

granulosa e da teca (Hirshfield, 1991).  

O fator de crescimento semelhante a 

insulina do tipo I (IGF-I), estimula tanto a 

proliferação quanto à diferenciação de 

células da granulosa de ruminantes in vitro. 
Nas ovelhas, o IGF-I estimula 

primeiramente a proliferação das células da 

granulosa nos folículos pequenos (de um a 
três milímetros), mas não nos folículos 

grandes (maiores que cinco milímetros). 

Isso, porque nos folículos grandes, o IGF-I 
passa a estimular a secreção de 

progesterona nas células da granulosa 

(Monniaux et al., 1997; Monget e Bondy, 

2000). 

Na ovelha, a fase terminal do crescimento 

dos folículos ovarianos tem início com o 

recrutamento, quando esses atingem 
diâmetros superiores a dois milímetros. 

Nessa fase, os folículos são essencialmente 

dependentes das gonadotrofinas hipofisárias 

(Monniaux et al., 1997), razão pela qual, 
essa fase é conhecida como foliculogênese 

tônica (Driancourt et al., 1991). 

As gonadotrofinas aumentam a atividade 
esteroidogênica nas células da granulosa e 

células da teca. Esse aumento na síntese e 

acúmulo de esteróides, especialmente o 
estradiol, tanto na circulação geral, quanto 

no fluído folicular, é responsável pelo 

comportamento estral e o aumento de LH 

que conduzem à ovulação (Ireland, 1987).  

Em pequenos ruminantes, o 

desenvolvimento folicular ocorre em ondas 

(Castro et al., 1998), com emergência 
dessas, ocorrendo um a dois dias após a 

elevação plasmática de FSH (Ginther et al., 

1995). Na ovelha, a secreção pulsátil de 
FSH ocorre em média a cada cinco ou seis 

dias, resultando em média, em três pulsos 

de gonadotrofina durante um ciclo estral de 

aproximadamente 17 dias (Bister e Paquay, 
1983). De fato, aproximadamente 80% das 

ovelhas apresentam três ondas de 

emergência folicular em um ciclo estral 
normal, com a última onda resultando em 

ovulação (Leyva et al., 1998).  

Após a emergência da onda de crescimento 

folicular, através do recrutamento de um 
pool de folículos responsivos ao FSH, esses 

crescem até um determinado momento, 

quando um ou dois destes folículos são 
selecionados a continuar crescendo, 

tornando-se dominantes (Driancout et al., 

1991). Durante seu crescimento, os 
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folículos dominantes inibem o 
desenvolvimento dos demais folículos do 

mesmo pool, fazendo com que estes entrem 

em atresia, através da supressão da 

liberação de FSH pela hipófise. Essa 
supressão está associada à produção de 

estrógeno e inibina pelo(s) folículo(s) 

dominante(s). Caso o corpo lúteo 
proveniente da ovulação anterior, ainda 

esteja ativo nos ovários, o folículo 

dominante também entra em atresia e uma 

nova onda de crescimento folicular tem 
início. Caso não exista corpo lúteo 

funcional presente no ovário, ocorre um 

pico de liberação de LH, promovendo a 
ovulação do folículo dominante, e a 

formação de um novo corpo lúteo (Gil, 

2003).  

1.5. Atresia folicular 

O número de folículos ovarianos que 

geralmente chega ao estádio ovulatório é 

muito pequeno. Estima-se que 
aproximadamente, 99,9% sofrem um 

processo degenerativo ou apoptótico 

conhecido por atresia, fazendo com que o 
ovário seja um órgão de baixíssima 

produtividade (Johnson, 2003). A atresia é 

o fenômeno natural que leva à exaustão das 
reservas de folículos pré-antrais e é comum 

a todas as espécies de mamíferos 

domésticos, podendo ocorrer em qualquer 

estádio do desenvolvimento folicular 
(Glamoclija et al., 2005).  

Na atresia por via degenerativa, a isquemia 

pode ser uma das principais causas do 
desencadeamento da morte folicular 

(Farber, 1982), resultando em alterações na 

permeabilidade da membrana celular, 

aumento de água intracelular, vacuolização 
citoplasmática e, consequentemente, 

degeneração (Barros et al., 2001).  

Durante a atresia, muitas características 
morfológicas da apoptose (morte celular 

programada) têm sido demonstradas em 

oócitos e células da granulosa de folículos 

atrésicos. Em folículos pré-antrais, as 
primeiras alterações indicativas de atresia 

ocorrem no oócito, como por exemplo, 

retração da cromatina nuclear e 

fragmentação oocitária (Morita e Tilly, 
1999). Nestes folículos, alterações nas 

células da granulosa são raramente 

observadas. À medida que o folículo se 
desenvolve, o oócito torna-se altamente 

resistente, e as primeiras alterações 

indicativas de atresia, passam a ser 

observadas nas células da granulosa. 

A apoptose é um evento geneticamente 

determinado, o qual depende da expressão 

de genes pró e anti-apoptóticos. Essa tem 
sido observada nos folículos ovarianos 

durante toda a vida fetal e adulta. Uma das 

características marcantes da apoptose é a 
ativação de nucleases endógenas que 

quebram o DNA em fragmentos a cada 

180-200 pares de bases (Yu et al., 2005). 

Caracterizando alterações ultra-estruturais 
de condensação da cromatina nuclear, 

fragmentação da célula e produção de 

corpos apoptóticos ligados à membrana 
(Hussein et al., 2005).  

1.6. Maturação oocitária 

A maturação oocitária corresponde às 
modificações que ocorrem no oócito nos 

estágios finais da foliculogênese. Estas 

alterações que ocorrem entre os bloqueios 

meióticos dos estádios de prófase I e 
metáfase II, tanto nucleares, quanto 

citoplasmáticas, garantem ao oócito 

competência para finalizar a maturação, ser 
fertilizado e sustentar os estádios iniciais do 

desenvolvimento embrionário. Portanto, a 

maturação é uma das etapas mais 

importantes da produção de embriões tanto 
in vitro como in vivo (Mermillod et al., 

1999). 

Durante a maturação oocitária ocorrem 
basicamente dois eventos que, apesar de 

distintos, são interligados e simultaneos: a 

maturação nuclear e citoplasmática 
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(Brevini-gandolfi e Gandolfi, 2001). O 
primeiro tem início com a quebra de 

vesícula germinativa (QVG) e termina 

apenas quando a meiose é finalizada, sendo 

marcada pela segregação dos cromossomos 
e extrusão do segundo corpúsculo polar. Já 

o segundo, é caracterizado por alterações 

morfológicas e funcionas do oócito (Tosti, 
2006).  

1.6.1. Maturação nuclear 

Na maioria dos animais domésticos, o 

reinício das divisões meióticas ocorre mais 
precisamente próximo à ovulação, sob 

estímulo primário do LH (Dekel, 2005). 

Este reinício das divisões meióticas marca o 
início da maturação nuclear do oócito, e 

corresponde à divisão reducional dos 

cromossomos, que tem por objetivo a 
produção de gametas haplóides, aptos a 

serem fecundados.  

Logo após o pico pré-ovulatório de LH, o 

oócito primário recomeça a primeira 
divisão da meiose, dando origem a duas 

células haplóides. Uma destas células, a que 

preserva pouco citoplasma é expulsa para o 
espaço perivitelínico e se desintegra logo a 

seguir (primeiro corpúsculo polar). A outra 

célula grande, rica em citoplasma 
(designada agora como oócito secundário) 

inicia a segunda etapa da maturação 

(segunda meiose), que novamente é 

interrompida na fase de metáfase II (MII), 
sendo concluída no momento da 

fecundação, quando ocorre a extrusão do 

segundo corpúsculo polar (Araújo et al., 
2007). 

Durante o crescimento folicular, os oócitos 

são mantidos no estádio de vesícula 

germinativa (GV) até o momento do pico 
pré-ovulatório de LH, principal responsável 

pelo reinício da maturação dos oócistos 

(Rodriguez e Farin, 2004). Como os oócitos 
não apresentam receptores para LH 

acredita-se que esta sinalização ocorra por 

mediação de fatores parácrinos, secretados 

pelas células da granulosa e enviados ao 
oócito via junções “gap” comunicantes 

(GJCs) (Gilula et al., 1978). 

Após esta sinalização, ocorre a quebra da 

vesícula germinativa  através da dissolução 
da membrana nuclear e condensação da 

cromatina (Curcio et al., 2006). Na 

sequência, o oócito passa pelos estádios de 
metáfase I (MI), anáfase I (AI) e telófase I 

(TI), completando assim a primeira divisão 

meiótica, e a formação do primeiro 

corpúsculo polar (Dekel, 2005). O estádio 
de MII, só é atingido, quando os 

cromossomos se arranjam no centro do fuso 

e corpúsculo polar vai para o espaço 
perivitelínico.  

Quando os complexos cumulus-oócito são 

removidos dos folículos, ocorre reinício 
“espontâneo” da meiose nos oócitos, 

independente da presença ou não do pico de 

LH. Isso ocorre devido à interrupção da 

sinalização dos fatores inibidores da quebra 
de vesícula germinativa, pela perda de 

contato do oócito com as células foliculares 

através das junções “gap” comunicantes 
(Byskov et al., 1997). 

1.6.2. Maturação citoplasmática 

A maturação oocitária não envolve somente 
a dinâmica de separação cromossômica 

durante a maturação nuclear, mas também 

eventos complexos que ocorrem a nível 

citoplasmático, como a redistribuição das 
organelas citoplasmáticas, a transcrição de 

RNAm, a síntese de proteínas e o 

armazenamento de energia, além de outros 
fatores necessários para a formação e 

desenvolvimento do zigoto (Ferreira et al., 

2008). 

A migração e reorganização de organelas 
durante a maturação citoplasmática é 

coordenada por uma rede de microtúbulos. 

Organelas citoplasmáticas como as 
mitocôndrias e os grânulos corticais (GC) 

exercem importantes funções durante a 
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maturação e fecundação do oócito. Devido 
a isso, durante a maturação, estas organelas 

migram e posicionam-se no citoplasma em 

locais mais apropriados para iniciar suas 

atividades específicas. 

Durante a progressão meiótica, parte das 

organelas migra para o centro da célula. As 

mitocôndrias aumentam em quantidade, 
assumem posição mais central e passam a 

se associar as gotículas de lipídeo, enquanto 

os complexos de Golgi, diminuem o seu 

desenvolvimento e praticamente 
desaparecem (Hyttel et al., 1997). O 

retículo endoplasmático, distribuído de 

forma uniforme, se desloca para região 
cortical do ooplasma no estádio de MII 

(Ferreira et al., 2008).  

Já os grânulos corticais podem ser 
identificados em pequenos grupos 

(“clusters”) pelo citoplasma dos oócitos 

imaturos. Sua migração para a periferia do 

oócito ocorre durante o avanço da 
maturação. Quando o oócito atinge o 

estádio de M II, os grânulos corticais  estão 

distribuídos no córtex, próximos a 
membrana plasmática (Adona et al., 2008). 

2. Fertilização 

A fertilização é a fusão entre o gameta 
feminino e o masculino, que permite a 

formação de um zigoto, com um novo 

potencial genético capaz de se desenvolver 

em um novo organismo multicelular 
(Gilbert, 2003). 

Nos mamíferos o processo da fecundação 

requer três eventos críticos. A passagem 
espermática entre as células do cumulus, a 

fixação espermática na zona pelúcida e a 

fusão do espermatozóide a membrana 

plasmática do oócito. Assim que esses 
eventos ocorrem, a superfície do oócito 

sofre modificações para impedir a 

penetração de outros espermatozóides. Na 
falha deste mecanismo, pode ocorrer 

polispermia, ou seja, fertilização com mais 

de um espermatozóide, ocasionando a 
morte embrionária ou desenvolvimento 

anormal (Hafez e Hafez, 2003). 

Após os genomas haplóides das duas 

células altamente diferenciadas (os 
gametas) se encontrarem dentro do 

citoplasma do oócito, ocorre a 

reprogramação do genoma embrionário 
para um estado totipotente. Tal 

reprogramação consiste em extensas 

modificações epigenéticas do genoma que 

coordenam as interações entre o núcleo e o 
citoplasma. Assim, durante a fertilização, os 

genomas dos gametas estão, inicialmente, 

com a atividade de transcrição silenciada, 
então, a reprogramação é concomitante com 

a ativação do genoma embrionário 

(Durantthon et al., 2008). 

3. Desenvolvimento embrionário inicial 

O desenvolvimento embrionário inicial 

corresponde ao intervalo entre a fertilização 

e a implantação do embrião, sendo 
caracterizado como um período de vida 

livre, que corresponde ao desenvolvimento 

do embrião na tuba uterina e na fase inicial 
no útero (Watson et al., 2004). Este 

representa um período extremamente 

dinâmico da embriogênese, no qual o 
embrião se desenvolve a partir de uma 

única célula, sob o controle genético da 

transcrição materna, para um conjunto de 

células altamente ativas sobre seu próprio 
controle genético. Durante esse período o 

embrião passa por várias divisões celulares 

e dois eventos importantes ocorrem: a 
compactação da mórula e a formação do 

blastocisto. Essas funções requerem a 

regulação precisa de várias funções 

celulares como a homeostasia, metabolismo 
e expressão gênica (Lane, 2001; Badr et al., 

2007).  

A compactação dos blastômeros é a 
principal diferença entre a clivagem de 

mamíferos e todos os outros animais. Essa 

etapa permite o posicionamento de células 



21 
 

externas e internas já no estádio de mórula. 
Onde a maioria das células externas será 

precursora do trofoblasto, e a maioria das 

células internas será precursora do 

embrioblasto (Gilbert, 2003). 

A compactação representa a formação do 

primeiro epitélio de transporte do concepto 

(Biggers et al., 1988) e está envolvida no 
estabelecimento da polaridade dos 

blastômeros, indicando uma mudança nos 

mecanismos homeostáticos disponíveis para 

o embrião. É caracterizada por um aumento 
do contato celular entre blastômeros, o qual 

permanece até o total desaparecimento dos 

limites celulares individuais por meio de 
junções de adesão (Watson e Barcroft, 

2001). 

Após o desenvolvimento de junções 
intercelulares compactas da mórula, ocorre 

o acúmulo de fluido dentro da cavidade 

central, formando a blastocele. O 

desenvolvimento do blastocisto é 
caracterizado pela diferenciação de células 

do trofoblasto, que se localizam mais 

externamente e circundam a blastocele, e 
pela formação da massa celular interna. 

Essa massa celular interna irá formar as três 

camadas germinativas primárias do embrião 
(ectoderma, mesoderma e endoderma) 

durante o processo de gastrulação (Hafez e 

Hafez, 2003). 

É durante esta fase inicial, que a capacidade 
de um embrião de responder a mudanças no 

seu ambiente está limitada, pois grande 

parte do genoma embrionário ainda está 
inativo. Esse período de baixa atividade 

transcricional cria uma janela na qual os 

embriões são particularmente sensíveis a 

certas formas de estresse. Uma das 
alterações no ambiente materno que causam 

efeitos profundos na sobrevivência 

embrionária é aumento na temperatura 
corpórea em decorrência do calor ou da 

febre (Paula-Lopes e Hansen, 2002).  

 

4. Superovulação em ovelhas  

A superovulação consiste em um dos 

principais passos dos programas de coleta e 

transferência de embriões em ovinos, e tem 

como princípio, o aporte exógeno de 
hormônios que estimulam o crescimento 

folicular e, subsequente, ovulação de vários 

folículos.   

Os primeiros tratamentos superovulatórios 

em ovelhas tinham como base o uso de 

Gonadotrofina Coriônica equina (eCG). 

Porém, a aplicação de altas dose de eCG 
resultavam em respostas ovulatória baixas e 

extremamente variáveis. Contudo, algumas 

melhorias têm sido observadas na eficiência 
dos programas de superovulação e 

produção de embriões, pela substituição do 

eCG por preparados de FSH de origem 
suína, ovina ou caprina (Oliveira, 2011). 

Com a utilização destes preparados de FSH, 

passou a se obter melhores taxas de 

ovulações e menor incidência de folículos 
anovulatórios, além de melhor 

uniformização da resposta individual 

quando comparado aos tratamentos com 
eCG (Armstrong e Evans, 1983). Todavia, 

para que a estimulação dos folículos com 

FSH ocorra de forma adequada, é 
necessário administrá-lo a cada 12 horas, 

devido suas concentrações plasmáticas 

decrescerem a concentrações basais em 10 

horas (Demoustier et al., 1988). Isso gera a 
necessidade de repetir as administrações em 

curto intervalo de tempo, intensificando o 

manejo, tornando-o menos prático. Outra 
desvantagem é que essas preparações 

também contêm LH, além de outras 

substâncias não identificadas, que podem 

prejudicar a resposta ovulatória e a 
produção de embriões. 

A alta variabilidade das respostas à 

estimulação ovariana é, destacadamente, o 
maior desafio frente ao aumento da 

eficiência dos programas de transferência 

de embriões de ovinos. Acredita-se que esta 
heterogeneidade nos resultados 
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estimulatórios, decorra do uso de 
protocolos que consideram 

fundamentalmente a duração do ciclo estral, 

e não a dinâmica de desenvolvimento 

folicular da espécie (Oliveira, 2011). 

Alguns pontos críticos têm sido detectados, 

como possíveis responsáveis pelos efeitos 

negativos, tais como as concentrações de 
progesterona induzidas pelos dispositivos 

utilizados no tratamento (Berlinguer et al., 

2007), a condição folicular presente ao 

início do protocolo superestimulatório 
(Rubianes et al., 1997; González-Bulnes et 

al., 2002), e a deficiência ou inexistência do 

pico pré-ovulatório de LH no momento da 
ovulação (González-Bulnes et al., 2003).  

Estudos têm demonstrado que a condição 

folicular presente no início do protocolo 
superovulatório favorece a resposta ao 

tratamento, sendo importante a existência 

de um grande número de folículos de 

tamanho médio, capazes de crescer até o 
tamanho ovulatório, e a ausência de um 

folículo dominante (Kohram  et al., 1995). 

Assim, Rubianes  et al. (1997) observaram 
inicialmente maior resposta estimulatória 

quando o tratamento gonadotrófico iniciou 

no dia da ovulação (dia 0). Entretanto, após 
72 horas do tratamento, os mesmos autores 

verificaram que o número de folículos 

grandes é similar entre fêmeas com início 

da estimulação no dia 0 e 3, demonstrando 
que o FSH exógeno é capaz de anular a 

supressão do folículo dominante sobre os 

subordinados. Assim, fica evidente que a 
produção embrionária após superovulação 

em ovelhas está diretamente ligada ao 

status ovariano no início do tratamento com 

FSH (González-Bulnes et al., 2005). Pois a 
quantidade de folículos que podem ser 

estimulados pelo FSH, depende da 

quantidade de folículos presentes nos 
ovários no momento do início da 

superovulação.  

Quando utilizados protocolos 
convencionais de superovulação, a 

população folicular existente no início do 
tratamento estimulatório é desconhecida. 

Razão pela qual, o resultado para um 

mesmo tratamento pode variar entre zero e 

trinta embriões transferíveis (Gusmão et al., 
2007).  Assim, protocolos que possibilitem 

conhecer a fase do ciclo estral em que se 

encontra a fêmea têm sido desenvolvidos. 
Estes protocolos permitem iniciar o 

tratamento superovulatório no dia da 

ocorrência e emergência da primeira onda 

folicular. Com a utilização do protocolo do 
dia zero (dia da ovulação), pode-se reduzir 

a permanência dos dispositivos intravaginal 

de progesterona (Fonseca, 2005; Rubianes e 
Menchaca, 2006; Arashiro et al., 2009). 

5. Estresse calórico  

5.1. O estresse calórico 

A palavra estresse foi utilizada por Hans 

Selye em 1936, para definir o estado geral 

do organismo, o qual, após a ação de 

estímulos externos e ou internos, responde 
com uma série de reações sistêmicas de 

adaptação (Encarnação, 1997; Pereira, 

2005). A interação entre a ação dos 
estímulos e as respostas sistêmicas é 

conhecida como síndrome geral de 

adaptação (“general adaptation syndrome” 
– GAS). Moberg (2000) define estresse 

como a resposta biológica ou conjunto de 

reações obtidas, quando o indivíduo 

percebe uma ameaça a sua homeostase. 
Caracterizando esta ameaça a homeostase 

como agente ou estímulo estressor. 

Para os animais homeotérmicos, as altas 
variações das condições ambientais podem 

ser interpretadas como uma situação de 

ameaça ao controle de sua temperatura 

corporal. Dessa forma, pode-se dizer que os 
fatores ambientais apresentaram-se como 

agentes estressores. 

Segundo Baêta (1985), para cada animal 
existe uma faixa de temperatura ambiente, 

na qual o esforço termorregulatório é 
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mínimo e a eficiência produtiva é máxima. 
Esta faixa de temperatura adequada é 

denominada de zona de conforto térmico. 

A temperatura do ar (Ta) é considerada o 

fator climático mais importante, dos que 
incluem o ambiente físico do animal 

(Mcdowell, 1974). Segundo Barbosa et al. 

(2001), dos animais domésticos, o ovino é 
um dos que apresentam mecanismos 

anatomofisiológicos mais propícios à 

sobrevivência em regiões de altas 

temperaturas, desde que a umidade do ar 
seja baixa. 

A umidade do ar é outra variável com papel 

marcante no balanço calórico dos animais 
em ambientes quentes, em que a perda de 

calor por evaporação é crucial à 

homeotermia (Neiva et al., 2004). Vale 
ressaltar, que tanto o excesso quanto a 

carência da umidade podem atuar de forma 

prejudicial no balanço calórico. Se o 

ambiente é quente e muito seco a 
evaporação é rápida, podendo causar 

irritação cutânea e desidratação geral. No 

caso do ambiente ser quente e 
demasiadamente úmido, a evaporação 

torna-se muito lenta ou nula, reduzindo a 

termólise e aumentando a carga de calor do 
animal (Starling et al., 2002). 

Temperatura ambiental elevada, com alta 

radiação solar de forma direta e indireta, 

baixa velocidade dos ventos e alta umidade 
relativa do ar, levam a temperatura efetiva 

do ambiente frequentemente exceder a zona 

termoneutra dos animais domésticos, que 
variam de 5 a 25ºC (McDowell, 1972), 

levando ao estresse calórico. 

5.2. Alterações fisiológicas frente ao 

estresse 

Como o Brasil é um país 

predominantemente de clima tropical, com 

temperatura média elevada durante quase 
todo o ano, existe uma preocupação com o 

desconforto térmico dos animais de 

produção, visto que os fatores ambientais 
podem provocar estresse térmico aos 

animais e interferir na sua produtividade 

(Clemente e Borges, 2007). 

Na prática da etologia, o bem-estar é 
avaliado por meio de indicadores 

fisiológicos e comportamentais. As medidas 

fisiológicas (temperatura retal, temperatura 
timpânica, temperatura escrotal, frequências 

cardíaca e respiratória) associadas ao 

estresse têm sido usadas baseando-se na 

premissa de que, se o estresse aumenta, o 
bem-estar diminui (Raslan, 2007). Nesse 

sentido, diversos pesquisadores têm 

trabalhado em busca de informações sobre 
o grau de adaptabilidade ou tolerância de 

diversas raças ao estresse calórico. Para tal, 

utilizam-se das variáveis fisiológicas e 
comportamentais dos animais, sob 

condições artificiais (câmara climatizada) e 

ou naturais de estresse térmico, de acordo 

com a região em que cada um se encontra. 

Os ruminantes são animais homeotermos, 

ou seja, apresentam funções fisiológicas 

que se destinam a manter a temperatura 
corporal constante. Dentro da zona de 

conforto ou de termoneutralidade, a 

manutenção da homeotermia ocorre com 
mínima mobilização dos mecanismos 

termorreguladores (Nããs, 1989). 

Do ponto de vista bioclimático, apesar dos 

ovinos deslanados serem considerados 
animais rústicos, a associação entre 

temperaturas elevadas, alta umidade do ar e 

radiação solar, também pode acarretar 
alterações comportamentais e fisiológicas, 

como aumento da temperatura da pele, 

elevação da temperatura retal, aumento da 

frequência respiratória, diminuição da 
ingestão de alimentos e redução do nível de 

produção (Neiva et al., 2004; Gomes, 2011; 

Oliveira et al., 2013). 

A primeira condição de conforto térmico 

dentro de uma instalação é que o balanço 

térmico seja nulo. Assim, o calor produzido 
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pelo organismo animal mais o calor ganho 
pelo ambiente será igual ao calor perdido. 

Caso contrário, o animal tem que se 

defender, utilizando mecanismos 

fisiológicos para manter a termorregulação. 
A produção de calor, bem como sua 

dissipação para o meio é um processo 

interativo, que depende diretamente da 
fisiologia animal e das condições do ar 

(Silva, 2000). 

Os limites da zona de termoneutralidade são 

a temperatura crítica inferior (TCI) e a 
temperatura crítica superior (TCS). Abaixo 

da temperatura crítica inferior, os ovinos 

entram em estresse pelo frio, e acima da 
temperatura crítica superior, em estresse 

pelo calor (Pereira, 2005). Ao ultrapassar a 

temperatura crítica superior, começam a 
atuar os primeiros mecanismos de 

termorregulação, como vasodilatação 

periférica, sudorese e polipnéia.  

Muitos índices de estresse calórico vêm 
sendo utilizados em animais, levando-se em 

conta a taxa respiratória, o volume de ar 

respirado, a pulsação, a temperatura de 
superfície corporal, a temperatura corporal 

interna, o nível de atividade, o tipo de 

cobertura do corpo e outras características 
fisiológicas. A temperatura do corpo, a taxa 

respiratória e o volume de ar respirado são 

as respostas mais utilizadas ao estresse 

térmico, isoladamente ou em combinação, 
para o desenvolvimento dos índices de 

conforto térmico (Fehr et al., 1993). 

O índice de temperatura e umidade (ITU), 
que relaciona temperatura e umidade 

relativa do ar, é o mais utilizado pelos 

pesquisadores para avaliação do estresse 

térmico. Johnson (1980) considerou que o 
índice de temperatura e umidade a partir de 

72 apresentava situação de estresse calórico 

para vacas holandesas. O índice de 
temperatura de globo negro e umidade 

(ITGU), desenvolvido por Buffington et al. 

(1981) para avaliação do conforto térmico 
de vacas leiteiras expostas a ambientes com 

radiação solar direta e indireta, considera 
em seu cálculo a temperatura de globo 

negro e temperatura de ponto de orvalho.  

6. Estresse calórico sobre a reprodução 

animal com atenção especial em ovinos  

O estresse calórico ocorre quando algumas 

combinações das condições do meio 

ambiente (temperatura, umidade do ar, 
incidência da radiação solar) tornam a 

temperatura maior que a temperatura 

suportada habitualmente pelos animais 

(Moberg, 1985). Os caminhos pelos quais o 
estresse calórico interfere na reprodução, 

ainda não estão completamente elucidados. 

Entretanto, vários estudos mostram que o 
estresse pode interferir na secreção das 

gonadotrofinas, afetar a qualidade do oócito 

e prejudicar o desenvolvimento embrionário 
(Rivier e Rivest, 1991; Roth et al., 2000).  

O hormônio liberador de corticotrofinas 

(CRH) atua como um neuromodulador no 

sistema nervoso central e desempenha um 
papel importante na integração das 

respostas orgânicas ao estresse. Existem 

conexões anatômicas diretas entre os 
terminais axônicos dos neurônios secretores 

de hormônio liberador de corticotrofinas e 

os dendritos de neurônios secretores do 
hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) (Rivier e Rivest, 1991). Devido a 

essa relação, o hormônio liberador de 

corticotrofinas foi descrito como um dos 
principais mediadores com poder de inibir a 

secreção de GnRH, apesar de os 

mecanismos pelo quais essa ação acontece 
não estarem completamente esclarecidos. 

Rivier e Rivest (1991) verificaram que a 

infusão bilateral de hormônio liberador de 

corticotrofinas na área pré-óptica medial, 
leva a uma redução significativa na 

liberação de GnRH  e das concentrações 

plasmáticas de LH em fêmeas 
ovariectomizadas. 

Estudando o efeito do cortisol sobre os 

pulsos de LH em três diferentes épocas do 
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ano (estação reprodutiva, transição para o 
anestro e anestro) em ovelhas 

ovariectomizadas,  Breen e Karsch (2006), 

verificaram que dentro de cada estação, o 

cortisol reduziu significativamente a 
amplitude do pulso de LH, a liberação 

pulsátil total de LH, e a concentração média 

de LH no plasma. O cortisol também 
diminuiu a frequência de pulso de LH na 

estação reprodutiva e no anestro, mas não 

afetou significativamente a frequência 

durante o período de transição para anestro.  

Um dos mecanismos propostos para a ação 

dos agentes estressores sobre a amplitude 

do pulso GnRH/LH, envolve os receptores 
de glicocorticóides tipo II presentes na 

hipófise que, em curto tempo, interrompem 

a estimulação do GnRH sobre a liberação 
de LH bem como a longo prazo, suprimem 

o GnRH e a síntese de receptor de GnRH 

(Dobson et al., 2012).  

Elevadas concentrações de corticosteróides 
produzidos durante o estresse, influenciam 

diretamente a síntese e a secreção de 

esteróides gonadais, podendo interromper o 
desenvolvimento do gameta. No ovário, há 

evidências in vitro que tanto os 

corticosteróides naturais quanto os 
sintéticos são significativamente capazes de 

alterar o estímulo de FSH na diferenciação 

das células da granulosa. De forma que 

esteróides da adrenal suprimem a expressão 
dos receptores de LH nas células da 

granulosa e diminuem  a secreção de 

estrógeno pela inibição da atividade 
aromatase (Moberg, 1985). Quando agentes 

estressores foram impostos a ovelhas 

durante a fase folicular houve uma redução 

na concentração de estradiol, bem como um 
atraso ou inibição da onda pré-ovulatória de 

GnRH/LH (Dobson et al., 2012). 

Roth et al. (2000) submeteram vacas da 
raça Holandesa a um período de estresse 

térmico, durante a fase folicular, para 

monitoramento das concentrações séricas 
de FSH e inibina, além de avaliar o impacto 

sobre a dinâmica folicular. Esses autores 
observaram que, o aumento da temperatura 

ocasionou um atraso na emergência da onda 

de FSH que precedia a segunda onda 

folicular do ciclo estral (aproximadamente 
quatro dias de atraso) e, além disso, as 

concentrações séricas de FSH pré-

ovulatório foram maiores, e as de inibina 
foram menores, durante a fase luteal. Uma 

consequência que foi atribuída a esses 

fenômenos é o aumento do número de 

folículos pequenos e médios. 

Numerosos trabalhos têm demonstrado que 

o estresse térmico desencadeia alterações 

agudas e crônicas nas concentrações 
plasmáticas de estradiol e progesterona. 

Uribe-Velasquez et al. (2001) realizaram 

estudos com cabras leiteiras sob estresse 
térmico repetido e intermitente em câmara 

climática e não encontraram grandes 

variações nas concentrações plasmáticas de 

progesterona (P4), mas verificaram uma 
redução significativa nas concentrações 

plasmáticas de estradiol 17-β. 

Animais submetidos às condições 
estressantes durante o período de 

desenvolvimento folicular, como, por 

exemplo, transporte (Dobson e Smith, 
1995), temperatura e umidade elevadas 

(Wilson et al., 1998ab), podem 

comprometer a formação do corpo lúteo 

(CL). Como consequência, uma produção 
anormal de progesterona e vida média 

anormal do CL é manifestada, resultando 

em infertilidade, em função das 
consideráveis taxas de perda embrionária 

precoce (Foley, 1996).  

Tabarez-Rojas et al. (2009) trabalhando 

com ovelhas deslanadas submetidas ao 
estresse calórico de 6h por dia (37°C e 25% 

de umidade relativa) do segundo ao sexto 

dia do ciclo estral (estro = dia zero), 
encontraram 20,6% a mais de regressão 

prematura de CL nas ovelhas estressadas 

por calor do que nas ovelhas do grupo 
controle (30,1% x 9,5% respectivamente). 
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O estresse térmico também pode levar a 
disfunção dos processos reprodutivos 

através de  mecanismos de repercussões 

indiretas, que está relacionado com 

mudanças homeocinéticas que regulam a 
temperatura do corpo, e por consequência 

comprometem as funções reprodutivas 

como, por exemplo, a redução na ingestão 
de alimentos durante o estresse térmico. A 

redução no consumo de matéria seca é uma 

estratégia do organismo, na tentativa de 

declinar a taxa metabólica e, manter o 
equilíbrio entre o calor interno e do 

ambiente externo (Turner e Taylor, 1983). 

Essa alteração alimentar conduz a uma 
condição de balanço nutricional negativo 

que tem como efeito o decréscimo nas 

concentrações de insulina, glicose e fator de 
crescimento semelhante a insulina – 1 (IGF-

1), e aumento nas concentrações de 

hormônio do crescimento e ácidos graxos 

não esterificados (Lucy et al., 1992). A 
insulina, a glicose e o IGF-1 são 

estimuladores do crescimento folicular e 

tem efeitos benéficos sobre a qualidade 
oocitária, além de estarem envolvidos tanto 

no metabolismo intra-ovariano como na 

regulação hormonal, principalmente na 
modulação dos pulsos de LH e ovulação 

(Rabiee et al., 1997). 

Em ovelhas, os estudos sobre o efeito do 

estresse térmico sobre a função reprodutiva 
são limitados. A exposição a temperaturas 

superiores a 32 °C diminui a fertilidade 

(Kleeman e Walter, 2005) enquanto a 
exposição ao calor antes e após a ovulação 

diminui a proporção de embriões viáveis 

(Naqvi et al., 2004). Da mesma forma, altas 

temperaturas reduzem as taxas de 
fertilidade e alteram a duração da gestação, 

além de aumentarem as taxas de aborto e 

reabsorção embrionária (Ingran e Mount, 
1975). 

Diferenças genéticas para tolerância ao 

calor têm sido observadas em ovinos. As 
raças que evoluíram em climas quentes, 

como a Santa Inês (no Brasil) e a Pelibuey 

(no México) regulam melhor a temperatura 
do corpo em condições de estresse térmico, 

do que as raças que se desenvolveram em 

climas temperados ou frios, como a Suffolk 

(Castanheira et al., 2010; Tabarez-Rojas et 
al., 2009). Além disso, os linfócitos de 

ovelhas Pelibuey produzem concentrações 

mais elevadas de proteína do choque 
térmico 70 (HSP-70) do que linfócitos de 

ovelhas Suffolk em condições de estresse 

calórico in vitro (Montero et al., 2006). 

Adicionalmente é  atribuído ao estresse 
térmico  a redução da duração e da 

intensidade do estro. Nebel et al. (1997), 

relataram que vacas holandesas em estro 
durante o verão demonstraram uma média 

de 4,5 montas por estro, contra 8,6 quando 

no inverno. Em ovelhas, altas temperaturas 
ambientais 1,5 a 6 dias antes da data 

prevista do estro reduziram 

significativamente o número de fêmeas 

manifestando comportamento de estro 
(Sawyer et al., 1979). 

Naqui et al. (2004), trabalhando com 

ovelhas Bharat Merino submetidas a 
estresse de 40ºC, 6 horas por dia durante 4 

semanas, verificaram uma duração de estro 

significativamente menor (31,7 horas), 
quando comparada com a duração de estro 

do grupo controle (37,7 horas). Neste 

mesmo trabalho, os efeitos sobre a ovulação 

e resposta ovariana das ovelhas estressadas 
termicamente foram mínimos. Já a 

influência do estresse térmico sobre a 

qualidade dos embriões produzidos por 
essas ovelhas foi evidente. As incidências 

de embriões anormais encontradas nessas 

ovelhas foram muito altas, quando 

comparadas com as produzidas pelas 
ovelhas mantidas em ambiente controlado. 

De acordo com Badinga et al. (1993), o 

crescimento e o desenvolvimento dos 
folículos podem ou não ser afetados pelo 

calor. Mas quando afetados, os efeitos do 

estresse térmico sobre a função folicular 
podem envolver mudanças tanto em nível 
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de folículo, quanto da secreção dos 
hormônios pituitários que controlam o 

desenvolvimento folicular.  

Uma das consequências do estresse térmico 

em vacas leiteiras em lactação é a redução 
no diâmetro do folículo dominante da 

primeira onda de crescimento folicular. Este 

costuma ter menos líquido folicular que o 
de vacas que não sofreram estresse térmico 

no dia 8 (D-8) do ciclo estral (Badinga et 

al., 1993). O mesmo ocorre com os 

folículos subordinados, que apresentam 
uma diminuição de tamanho em vacas 

submetidas ao estresse térmico durante a 

primeira onda folicular (Badinga et al., 
1993; Roth at al., 2000). 

O estresse térmico diminuiu o número de 

células da granulosa viáveis nos folículos 
(Guzeloglu et al., 2001), além disso, inibe o 

desenvolvimento folicular através da 

diminuição no número de receptores para o 

FSH nas células da granulosa (CG), 
resultando, como já foi citado, na 

diminuição da atividade do estrogênio nos 

folículos (Shimizu et al., 2005).  

Experimento com cultura de células 

foliculares de bovinos reduziu a produção 

de esteróides em temperaturas elevadas 
(Wolfenson et al., 1997; Bridges et al., 

2005). A produção de esteróides por células 

da teca e granulosa cultivadas in vitro foi 

reduzida quando estas células foram obtidas 
a partir de vacas expostas ao calor 20-26 

dias anteriormente, período em que os 

folículos possuíam entre 0,5 e 1 mm de 
diâmetro (Roth et al., 2001a).  

Os folículos que estão se desenvolvendo 

nos ovários das vacas com estresse térmico, 

mesmo quando danificados continuam 
crescendo. Aparentemente, esses folículos 

danificados ovulam oócitos subférteis 

durante vários meses após a diminuição do 
estresse (Roth et al., 2001b). 

O estresse calórico também pode prejudicar 
o desenvolvimento e a função dos oócitos. 

A melhor evidência para esta afirmação 

vem da vaca em lactação. Neste animal, que 

é particularmente sensível ao estresse 
térmico por causa das altas demandas 

metabólicas da lactação, a competência 

oocitária para fertilização e subsequente 
desenvolvimento é reduzido durante as 

épocas do ano associadas ao estresse por 

calor (Al-Katanani et al., 2002; Sartori et 

al., 2002). Há evidências abundantes de que 
o estresse térmico pode comprometer o 

oócito e o folículo, no qual está inserido. 

Altas temperaturas 10 dias antes do dia do 
estro foram associadas com baixa taxa de 

fertilidade (Al-Katanani et al., 1999).  

O mecanismo pelo qual o estresse térmico 
compromete a função do oócito durante a 

oogênese, provavelmente envolve 

alterações da função folicular, como 

mostrado em vacas (Putney et al., 1989) e 
em ratas (Roth et al., 2008). Experimentos 

com estresse por calor no momento da 

ovulação e maturação de oócitos podem ou 
não ter um efeito sobre a capacidade dos 

oócitos de serem fertilizados, mas os 

embriões resultantes são mais propensos se 
desenvolver lentamente ou de forma 

anormal. 

Wang et al. (2009) realizaram estudos in 

vitro  para investigar se altas temperaturas 
(37° a 40°C) durante a maturação oocitária 

afetam os componentes citoplasmáticos, 

nucleares ou ambos, utilizando ratas como 
modelo experimental. Os pesquisadores 

concluíram que a maturação citoplasmática 

é mais susceptível ao estresse pelo calor, 

uma vez que a maturação até metáfase II 
não foi alterada. As alterações observadas 

foram incompleta migração dos grânulos 

corticais, desorganização das mitocôndrias 
e dos microtúbulos, menor produção de 

glutationa e maior concentração de 

glutationa oxidada.  
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A glutationa é uma molécula responsável 
pela proteção das células contra danos 

oxidativos causados pelos radicais livres e é 

produzida pelas células da granulosa que 

circundam o oócito como forma de proteção 
aos efeitos do calor (Munhoz e Luna, 

2008). A menor razão glutationa/glutaniona 

oxidada, encontrada em oócitos maturados 
sob temperaturas próximas a 40°C, indica o 

envolvimento de espécies reativas de 

oxigênio no processo de injúria pelo calor 

(Wang et al., 2009). Em concordância com 
essa hipótese, outros estudos encontraram 

associação entre perdas embrionárias e o 

aumento das concentrações de peróxido de 
hidrogênio (Ozawa et al., 2004) e aumento 

de espécies reativas de oxigênio em 

ovidutos e embriões de fêmeas submetidas 
a estresse térmico (Ozawa et al., 2002; 

Matsuzuka et al., 2005a,b). Além disso, ao 

realizar suplementação prévia, com anti-

oxidantes, melatonina ou vitamina E, aos 
meios de cultivo (Aréchiga et al., 1995; 

Lawrence et al., 2004) ou das fêmeas 

(búfalas; Megahed et al., 2008; ratas; 
Matsuzuka et al., 2005b; Roth et al., 2008; 

Sakamoto et al., 2008) observa-se 

atenuação dos efeitos deletérios do estresse 
térmico sobre a capacidade de 

desenvolvimento dos oócitos. 

A apoptose também desempenha um papel 

crítico nos efeitos do estresse térmico na 
maturação do oócito em bovinos. Uma 

fração (aproximadamente 15 - 30%) de 

oócitos expostos à temperatura elevada 
sofre apoptose determinada pelo TUNEL 

através da marcação dos pronúcleos (Roth e 

Hansen 2004a, b, 2005; Soto e Smith 

2009). 

O embrião pré-implantação é suscetível ao 

estresse térmico materno, mas esta 

susceptibilidade diminui à medida que o 
desenvolvimento do embrião avança. Nos 

bovinos, por exemplo, Ealy et al. (1993) 

encontraram que a exposição de vacas em 
lactação ao estresse térmico no dia um  após 

o estro, quando os embriões tinham apenas 

uma ou duas células, reduziu a proporção 
de embriões que se desenvolveram ao 

estágio de blastocisto no dia oito após o 

estro. No entanto, o estresse térmico no dia 

três (8-16 células), cinco (mórula) e sete 
(blastocistos) após o estro, não teve nenhum 

efeito sobre a proporção de embriões que 

chegaram a blastocistos no dia oito. Um 
padrão semelhante de aquisição de 

desenvolvimento de resistência térmica 

ocorre em ovelhas (Dutt, 1964). Os efeitos 

adversos de choque térmico em embriões 
cultivados também são reduzidos à medida 

que se desenvolvem, pelo menos na vaca 

(Sakatani et al., 2004). Em contraste, no 
cultivo de embriões de camundongos, não 

há grande diferença de sensibilidade a 

temperaturas elevadas nas fases de 
desenvolvimento de duas células, quatro 

células e mórula (Aréchiga e Hansen, 

1998). 

Existem várias razões pelas quais os 
embriões ganham resistência à elevadas 

temperaturas com o avanço do 

desenvolvimento. A geração de espécies 
reativas de oxigênio em resposta ao choque 

térmico declina com o avanço no 

desenvolvimento dos embriões bovinos 
(Sakatani et al., 2004) enquanto que as 

concentrações intracelulares do 

antioxidante citoplasmático glutationa 

aumentam (Lim et al., 1996). Além disso, 
há regulação da capacidade do embrião de 

se submeter à resposta de termotolerância 

induzida, pela qual a exposição a uma 
elevação leve na temperatura produz células 

mais resistentes a uma subsequente 

elevação severa na temperatura. Este 

fenômeno não se desenvolve até o 4º dia em 
bovinos (Paula-Lopes e Hansen, 2002a) ou 

estágio de oito células em camundongos 

(Aréchiga et al., 1995).  

Aquisição da capacidade para a 

termotolerância induzida envolve a síntese 

da proteína do choque térmico 70 (HSP70). 
Esta proteína, a qual estabiliza as proteínas 

intracelulares e organelas, e inibe a 
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apoptose (Brodsky e Chiosis, 2006), pode 
ser induzida por temperatura elevada já no 

estádio de duas células em bovinos 

(Edwards e Hansen, 1996), ou seja, antes da 

termotolerância induzida ser adquirida. 
Portanto, outros sistemas moleculares 

devem estar envolvidos. A glutationa e 

mudanças no status redox podem ser 
determinantes do desenvolvimento da 

termotolerância induzida em camundongos 

(Aréchiga et al., 1995). 

Embriões do sexo feminino bovino têm 
maior capacidade de sobreviver aos efeitos 

da temperatura elevada do que os do sexo 

masculino, e essa diferença de gênero 
parece ser causada por uma menor 

produção de espécies reativas de oxigênio 

pelas fêmeas (Pérez-Crespo et al., 2005).  

A inibição da apoptose em embriões 

bovinos, com um inibidor da caspase, 

aumentou a magnitude da redução no 

desenvolvimento causada por temperatura 
elevada (Paula-Lopes e Hansen, 2002b). 

Assim, a apoptose, se limita às células mais 

danificadas do embrião, permitindo que o 
embrião continue a desenvolver-se após 

uma injúria ambiental. Em bovinos, a 

indução de apoptose por elevação da 
temperatura não ocorre até o estágio de 8 -

16 células, no 4º dia após a inseminação 

(Paula-Lopes e Hansen, 2002a). 

Naqvi et al. (2004), estudaram a resposta 
superovulatória e a taxa de recuperação 

embrionária em ovelhas Bharat Merino 

expostas a elevadas temperaturas 
ambientes. Nesse estudo o efeito do estresse 

térmico sobre a resposta ovariana, a taxa de 

ovulação e a resposta superovulatória 

(proporção de ovelhas com mais de dois 
corpos lúteos) foi mínimo, tendo havido 

impacto importante desse fator estressante 

apenas sobre a qualidade dos embriões e, 
portanto no número de embriões 

transferíveis (54,8% de embriões ruins no 

grupo estressado vs 1% no grupo controle). 
Os autores destacam porém, o fato de que 

os animais utilizados nesse experimento 
pertenciam a um grupo previamente 

selecionado com base na taxa de 

sobrevivência em ambientes quentes do 

semi-árido.  

Silva et al. (2010) estudando a influência 

das variáveis climáticas sobre a resposta 

superovulatória em cabras Boer 
(considerando período seco e chuvoso) 

também não encontrou efeitos climáticos 

sobre a produção embrionária, sobretudo 

em fêmeas multíparas. 

Estudos complementares que visem avaliar 

o efeito do estresse térmico sobre a 

reprodução de ovinos não foram 
encontrados. 
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CAPÍTULO 1 

 

Desenvolvimento de folículos pré-antrais cultivados in vitro, com diferentes 

concentrações de FSH, obtidos de ovelhas nos meses de maior e menor temperatura 

do semiárido brasileiro 
 

 

RESUMO 

 

Com objetivo de avaliar influência das condições climáticas sobre folículos pré-antrais de 

ovelhas Santa Inês na região semiárida brasileira, avaliou-se a ativação e o crescimento de 
folículos pré-antrais, através do cultivo in vitro de fragmentos do córtex ovariano, retirados de 

seis ovelhas em duas distintas épocas do ano (meses de menor e maior amplitude térmica) e 

submetidos a diferentes concentrações de FSHr (0, 10, 50, 100ng/mL) no meio de cultivo. Os 

resultados encontrados demonstraram que os fragmentos retirados nos meses de menores 
temperaturas tiveram maior ativação dos folículos primordiais, quando foram cultivados com 

50ng/mL de FSHr (P <0,05), e que os fragmentos retirados nos meses de maiores temperaturas 

tiveram menor ativação dos folículos primordiais, quando foram cultivados sem FSHr (P <0,05). 
O crescimento dos folículos pré-antrais foi maior quando estes foram cultivados com 50 ng/mL 

de FSHr em ambas as épocas do ano. Concluindo, as temperaturas elevadas da época quente não 

prejudicaram o desenvolvimento folicular, e a adição de 50ng/mL de FSHr ao meio de cultivo 

melhora a ativação e o crescimento de folículos pré-antrais cultivados in vitro.  

 

Palavras chave: Estresse calórico, folículos, FSH, ovinos, pré-antrais  

 

 

ABSTRACT 
 

In order to evaluate the influence of climatic conditions on pre-antral follicles of Santa Inês 

sheep in the semiarid Brazil, evaluated the activation and growth of preantral follicles, through 

in vitro culture of ovarian cortex fragments, removed six sheep in two different seasons (months 
of lower and higher temperature range) and subjected to different concentrations of FSHr (0, 10, 

50, 100ng/ml) in the culture medium. The results showed that the fragments removed during the 

months of lower temperatures had higher activation of primordial follicles when they were 
cultured with 50ng/mL of FSHr (P <0.05), and the fragments removed during the months of 

higher temperatures had less activation primordial follicles when they were grown without FSHr 

(P <0.05). The growth of preantral follicles was higher when grown with 50 ng / mL FSHr in 

both seasons. In conclusion, the high temperatures of the hot season, did not prevent follicular 
development, and the addition of 50ng/mL of FSHr to the culture medium enhances the 

activation and growth of preantral follicles cultured in vitro. 

 
Keywords: Follicles, FSH, heat stress, preantral, sheep 

 

INTRODUÇÃO 

 

A utilização de biotécnicas como o cultivo 
in vitro de folículos é uma ferramenta 

essencial na compreensão dos mecanismos 

de crescimento e diferenciação dos folículos 

e oócitos, além de ser uma importante 

técnica para a obtenção de grandes 
quantidades de oócitos para produção in 

vitro de embriões. Nesse sentido, diversos 
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trabalhos vêm tentando desenvolver 
sistemas de cultivo in vitro capaz de manter 

a viabilidade, bem como promover o 

crescimento de folículos pré-antrais, uma 

vez que, o cultivo dessa classe folicular 
resultaria no fornecimento de milhares de 

oócitos viáveis a produção de embriões. 

 
Com relação aos hormônios utilizados no 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais, 

pode-se destacar o hormônio folículo 

estimulante (FSH). Este desempenha 
funções essenciais na estimulação do 

desenvolvimento folicular, principalmente 

na fase antral. Entretanto, na fase pré-antral, 
esse hormônio atua indiretamente, 

estimulando a expressão de fatores de 

crescimento que são importantes para a 
foliculogênese inicial. 

 

Os resultados da aplicabilidade do FSH, 

tanto in vitro quanto in vivo, têm sido 
controversos, o que pode ser parcialmente 

devido às diferentes preparações comerciais 

utilizadas, pois existem diversos tipos de 
FSH, os quais se diferenciam de acordo com 

a sua origem, como por exemplo, os 

extraídos da glândula pituitária de suínos 
(FSHp) e ovinos (FSHo). Outra fonte de 

FSH que vem sendo bastante utilizada é 

obtida a partir da tecnologia de DNA 

recombinante. Este FSH recombinante 
(FSHr) é mais puro e homogêneo, o que 

pode propiciar melhores resultados de 

crescimento folicular (Calder et al., 2003). 
 

Estudos quanto ao estresse calórico em 

ovelhas têm sido realizados com a exposição 

dos animais a elevadas temperaturas em 
câmaras bioclimáticas ou expondo os 

gametas in vitro a diferentes temperaturas. 

Neste sentido, Santos Junior (2010) expôs 
complexos cúmulos oócito de ovelhas a 41 

°C por 0, 3, 6, 12, 18 e 24 horas durante a 

maturação in vitro e verificou redução 
gradativa e significativa na porcentagem de 

oócitos que atingiram o estádio de metáfase 

II, de acordo com os tempos em que foram 

expostos ao calor. O mesmo ocorreu para a 

formação de blastocisto, até o dia oito de 
cultivo. Por outro lado, o mesmo autor 

encontrou aumento significativo de 

embriões com células apoptóticas à medida 

que aumentava os tempos de estresse 
térmico sobre o oócito, durante a maturação 

in vitro. 

 
Estudos in vitro com estresse calórico em 

tecido ovariano foram realizados por 

Munhoz e Luna (2008), os quais, após a 

exposição in vitro de tecido ovariano de 
bovinos, a 42 °C por 20 minutos verificaram 

redução no diâmetro, tanto dos folículos pré-

antrais (primordial e primário), como 
também dos oócitos, comparados ao 

controle. Luna et al. (2010), também 

expuseram tecido ovariano de bovino ao 
calor (42 °C por 20 min.), e verificaram 

redução da viabilidade dos folículos 

primordiais, além de alterações na 

morfologia de 100% dos folículos. 
 

Diante disso, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar a sobrevivência, ativação e 
desenvolvimento in vitro de folículos pré-

antrais de ovinos submetidos a diferentes 

concentrações de FSHr, obtidos de animais 
expostos às condições climáticas distintas no 

ano (maiores e menores temperaturas), na 

região semiárida brasileira. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais, local, alimentação e condição 

nutricional 

 

Foram utilizadas seis ovelhas Santa Inês, 

alojadas juntamente com outras fêmeas do 
rebanho, em piquetes dotados de bebedouros 

e saleiros, localizados no campo 

experimental de Bebedouro, da Empresa 
Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(Embrapa Semiárido), Petrolina - PE. Os 

animais foram mantidos em 12 piquetes 
rotacionados de Tiffton 85 irrigado e com sal 

mineralizado. 

Para avaliação das condições nutricionais 

dos animais, foi utilizada a avaliação do 
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escore de condição corporal (ECC), 
realizada 30 dias antes da primeira colheita 

dos ovários e nos dias das colheitas dos 

ovários. 

 

Obtenção dos dados climáticos 

 

Os dados climatológicos da região foram 
obtidos através dos registros da estação 

agrometeorológica do campo experimental 

de Bebedouro (Petrolina-PE 09
o
09'S, 

40
o
22'W), pertencente à Embrapa 

Semiárido.  

 

Para avaliação das diferentes condições 
climáticas sobre o desempenho reprodutivo 

dos animais, foram utilizados os dados 

climáticos dos últimos 30 dias que 
antecederam as datas de colheita dos 

ovários. 

 

O índice de temperatura e umidade foi 
adotado como o índice de conforto térmico 

utilizado para a estimativa da situação de 

estresse ou não dos animais. Este foi 
calculado usando a formula citada por Kelly 

e Bond (1971): 

 
ITU = Ta – 0,55 (1 – UR) (Ta – 58) 

 

Legenda: 

 
ITU = índice de temperatura e umidade 

 

Ta = temperatura do ar em graus Fahrenheit  
 

UR = Umidade relativa do ar expressa em 

valor decimal 

 

Obtenção dos ovários 

 

Os ovários (n=12) foram obtidos por 
ovariectomia unilateral de seis ovelhas, sob 

anestesia geral, realizado duas vezes no 

mesmo animal de acordo com as exigências 
do comitê de ética. A primeira no período de 

menores temperaturas (junho-julho), e a 

segunda no período de maiores temperaturas 

(outubro-novembro) do mesmo ano, na 
região. 

Imediatamente após a retirada dos ovários, 

estes foram lavados em álcool 70% durante 

10 segundos e, em seguida, duas vezes em 
meio essencial mínimo (MEM) acrescido de 

HEPES e antibióticos (100 ug/mL de 

penicilina e 100 ug/mL estreptomicina). O 
transporte até o laboratório da UNIVASF foi 

realizado mantendo os ovários a quatro 

graus Celsius em até três horas, no mesmo 

meio utilizado anteriormente. 
 

 

Cultivo do córtex ovariano 
 

Após a retirada dos tecidos circundantes, o 

córtex de cada ovário foi cortado em 10 
fragmentos de aproximadamente 3mm x 

3mm x 1mm (largura x comprimento x 

espessura). Para cada animal, dois destes 

fragmentos foram escolhidos aleatoriamente 
e imediatamente fixados para análise 

histológica (controle fresco). Os demais 

fragmentos de cada ovário, foram cultivados 
individualmente em 1,0 mL de meio de 

cultivo base, isoladamente ou suplementado 

com 10, 50 ou 100 ng/mL de FSH 
recombinate (Nanocore, Campinas, Brasil), 

por sete dias em placas de cultura com 24 

poços. O cultivo foi realizado em estufa a 39 

°C com 5% de CO2 em ar, com substituição 
dos meios a cada dois dias. 

 

O meio de cultivo base utilizado foi o α-
MEM (pH 7,2-7,4; GIBCO, New York, 

EUA) suplementado com ITS (0,1 mg/mL 

de insulina, 0,055 mg/mL de transferrina e 

0,05 µg/mL de selênio), 2 mM de glutamina 
e 2 mM de hipoxantina, 1,25 mg/mL de 

albumina sérica bovina (BSA), 50 µg/mL de 

ácido ascórbico, 100 ug/mL de penicilina e 
100 ug/ml de estreptomicina. 

 

Após sete dias de cultivo, os fragmentos de 
cada ovário em cada meio utilizado, foram 

fixados por 18 horas em paraformaldeído 

tamponado a 4%. 
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Análise morfológica e avaliação da 

ativação e crescimento folicular 

 

Após o período de fixação, os fragmentos 

foram desidratados, diafanizados e incluídos 
em blocos de parafina (Dinâmica, São 

Paulo, Brasil). Após a inclusão em parafina, 

as peças de tecido ovariano das ovelhas 
foram cortadas em secções de 5μm e coradas 

pelo ácido periódico de Schiff e 

hematoxilina (Dinâmica, São Paulo, Brasil). 

A identificação e classificação da fase e 
morfologia folicular foram realizadas por 

microscopia óptica (Nikon®, Japão) com 

ampliação de 400 X. 
 

Foram avaliados 180 folículos pré-antrais 

para cada tratamento (30 folículos por 
tratamento em cada ovelha x seis repetições 

= 180 folículos). A classificação utilizada 

para avaliar os estádios de desenvolvimento 

destes folículos, foi a definida por Silva et 
al. (2004). Folículos primordiais (oócito 

circundado por uma camada de células da 

pré-granulosa de formato pavimentoso) ou 
folículos em crescimento (intermediário: 

uma camada formada por células da pré-

granulosa achatada e da granulosa cúbica; 
primário: uma camada de células da 

granulosa cuboide; e secundário: duas ou 

mais camadas de células da granulosa 

cuboides ao redor do oócito e nenhum sinal 
de formação de antro). Além disso, estes 

folículos também foram classificados 

individualmente como histologicamente 
normais (folículo com oócito intacto, 

circundado por células da granulosa de 

forma bem organizada em uma ou mais 

camadas e núcleo não picnótico) ou 
degenerados (folículos com oócito retraído, 

com vacuolização e/ou núcleo picnótico, 

e/ou com células da granulosa 

desorganizadas ou destacadas da membrana 
basal), (Figura 1). 

  

Para avaliar a ativação folicular (transição 
do folículo primordial para folículo em 

crescimento) e crescimento dos folículos, 

apenas os folículos morfologicamente 

normais, com o núcleo do oócito visível 
foram utilizados. A proporção de folículos 

primordiais, e em crescimento foi calculada 

no dia zero (controle fresco) e depois de sete 
dias de cultivo. Além disso, também foi 

mensurado o maior e menor eixo de cada 

folículo e de cada oócito, a partir da 
membrana basal, utilizando o programa 

Image-Pro Plus ® software. A média destas 

duas mensurações foi utilizada para 

determinar os diâmetros tanto dos folículos, 
quanto dos oócitos. 

 

Análise estatística 

 

As percentagens de folículos 

morfologicamente normais, primordiais e 
em desenvolvimento, e os diâmetros dos 

folículos e oócitos foram submetidas à 

análise de variância, em esquema fatorial 

4x2 (quatro concentrações de FSHr e duas 
épocas do ano). O teste de Tukey foi 

aplicado para comparação entre os 

tratamentos e as diferenças só foram 
consideradas estatisticamente significativas 

quando P < 0,05. O Programa estatístico 

utilizado foi o Sisvar. 
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Figura 1. Secção histológica de tecido ovariano não cultivado de ovelhas após coloração com Ácido 

Periódico de Schiff-hematoxilina, mostrando: (A) folículo pré-antal normal, (B) folículo pré-antral 

degenerado. CG: células da granulosa; O: oócito; N: núcleo do oócito; Nu: Nucéolo; Va: vacuolização. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Condições climáticas e estado nutricional 
 

A temperatura média diária foi 2,8 °C 

superior (P <0,05) no período de out/nov, 

com relação à temperatura média diária do 
período de jun/jul (períodos de maiores e 

menores temperaturas respectivamente, na 

região), (Tabela 1).  
 
Tabela 1. Condições climáticas e índice de 

temperatura e umidade (média ± desvio padrão) 

nas épocas de menor e maior temperatura 

(Jun/Jul e Out/Nov, respectivamente) do ano. 

(a, b) Letras diferentes na mesma linha 

demonstra diferença significativa entre as épocas 

(P <0,05). Ta = temperatura do ar; Min. = 

mínima; Max = máxima; UR = umidade relativa; 

ITU = índice de temperatura e umidade. Jun/Jul 
= meses de menores temperaturas; Out/Nov = 

meses de maiores temperaturas. 

 

Por outro lado, a umidade relativa do ar foi 

8,6 % menor no período de out/nov (P 

<0,05), do que no período de jun/jul (Tabela 
1). Contudo, o ITU, índice que considera as 

duas variáveis anteriores, foi 3,1 pontos 

superiores (P <0,05) na época de out/nov 

(75,8), comparado a época de jun/jul (72,7), 
índices esses, classificados como estresse 

calórico moderado para algumas espécies, 

como as vacas leiteiras, segundo Armstrong, 
(1994). 

 

Além disso, na data da primeira colheita dos 

ovários, jun/jul, a média do escore de 
condição corporal (ECC) das seis ovelhas 

utilizadas foi de 2,7 ± 0,4 pontos (escala de 

zero a cinco). Quatro meses depois, no 
momento da colheita do segundo ovário 

destas mesmas ovelhas (out/nov), o ECC foi 

significativamente maior (P <0,05), com 
média de 3,6 ± 0,4 pontos. 

 

Sobrevivência dos folículos pré-antrais 

em diferentes épocas do ano e submetidos 

a diferentes concentrações de FSHr 

durante o cultivo 

 
As percentagens de folículos 

morfologicamente viáveis no córtex 

ovariano antes e após o cultivo nos meses de 
jun/jul e out/nov (menores e maiores 

temperaturas, respectivamente) estão 

demonstradas na Tabela 2. Após sete dias de 

Variáveis 

climáticas 
Épocas do ano 

 Jun/Jul Out/Nov 

Ta (°C) 25,1 ± 1,2b 27,9 ± 1,0a 

Ta Min. (°C) 19,3 ± 1,4b 21,8 ± 1,1a 

Ta Max. (°C) 31,5 ± 1,5b 34,4 ± 1,7a 

UR (%) 58,3 ± 6,1a 49,7 ± 5,1b 

ITU 72,7 ± 1,3b 75,8 ± 1,3a 
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cultura, observou-se redução significativa (P 
<0,05) nas percentagens de folículos 

normais, em todos os cultivos testados, em 

comparação aos controles não cultivados, 

em ambas as épocas do ano. Essa redução já 
era esperada, uma vez que os sistemas de 

cultivo de folículos pré-antrais in vitro ainda 

não são tão eficientes como o 
desenvolvimento natural destes folículos in 

vivo. Por isso, assim como neste 

experimento, diversos sistemas de cultivo 
vêm sendo testados, com o intuito de 

melhorar estes resultados.  

Com relação ao acréscimo de FSHr, tanto no 

ensaio realizado em jun/jul, quanto no de 
out/nov, apenas os cultivos com acréscimo 

de 50 ng/mL (FSH 50) tiveram maiores 

médias de percentuais de folículos 
morfologicamente normais (P <0,05) que os 

cultivos em meio base sem FSHr (FSH 0).
 

Tabela 2. Percentagens de folículos pré-antrais morfologicamente normais antes e após sete dias de 

cultivo in vitro, obtidos de ovelhas em duas diferentes épocas do ano, e cultivados na presença de 0, 10, 50 

e 100 ng/mL de FSH recombinante no meio de cultura 

 Folículos morfologicamente normais (%) 

  Épocas do ano 

 n Jun/Jul Out/Nov 

Controle fresco 180 78,9 ± 3,4 a 86,7 ± 6,0 a 

Cultivo de 7 dias    

FSH 0 180 40,6 ± 10,2 Bb* 52,8 ± 4,9 Ba* 

FSH 10  180 46,1 ± 10,0 ABb* 61,1 ± 6,2 ABa* 

FSH 50  180 52,8 ± 8,0 Ab* 65,6 ± 7,2 Aa* 

FSH 100  180 43,3 ± 10,3 ABb* 59,4 ± 6,5 ABa* 

* Significativamente diferente do controle fresco (P <0,05). (a,b) Letras diferentes demonstram diferenças 

entre colunas (Jun/Jul e Out/Nov), (P <0,05). (A,B) Letras diferentes demonstram diferenças entre linhas 

(concentrações de FSH), (P <0,05). Jun/Jul = meses de menores temperaturas; Out/Nov = meses de 

maiores temperaturas. 

 

Os percentuais de folículos 
morfologicamente normais, presentes no 

controle (tecido ovariano não cultivado) não 

foram diferentes entre as épocas do ano (P 

>0,05). Entretanto, após sete dias de cultivo, 
todos os grupos (com ou sem FSHr) 

apresentaram maiores percentuais de 

folículos morfologicamente normais (P 
<0,05) nos meses de out/nov (temperaturas 

mais elevadas), comparado aos meses de 

jun/jul (Tabela 2). 

 
Apesar da diferença de temperatura 

ambiente (P <0,05), encontrada entre as 

épocas em que foram obtidos os ovários para 
o cultivo dos folículos pré-antrais (25,1 °C 

vs 27,9 °C, nos meses de jun/jul e out/nov 

respectivamente), não se credita a esta 
variável, as maiores porcentagens de 

folículos pré-antrais normais encontradas 

após sete dias de cultivo, nos meses out/nov. 
Uma vez que, o ITU médio encontrado em 

ambas as épocas obteve a mesma 

classificação de estresse calórico moderado 

(Armstrong,1994). Além disso, a grande 
variação da temperatura e da umidade 

relativa do ar ao longo do dia (máximas e 

mínimas) em ambas as épocas (Tabela 1), 
provavelmente promoveu compensação para 

o controle da homeostase. De acordo com 

Silanikove (2000), a severidade do stresse 

calórico depende da extensão das variações 
diurnas da temperatura ambiente. Se a 

temperatura cai durante a noite a 

temperaturas termoneutras por períodos de 
3-6 horas, o animal tem oportunidade 

suficiente para perder o calor ganho durante 

o dia anterior (Muller et at., 1994). Por outro 
lado, acredita-se que esta melhora na 

manutenção da percentagem de folículos 
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normais, após sete dias em cultivo nos 
meses de out/nov, possa estar relacionada ao 

melhor escore de condição corporal das 

ovelhas, no momento da segunda colheita 

dos ovários (2,7±0,4 e 3,6±0,4, nos meses de 
jun/jul e out/nov respectivamente). 

 

Maurya et al. (2004), em avaliação de 
ovelhas nativas do semiárido da Índia, 

distribuídas em dois grupos, estresse pelo 

calor e alimentação à vontade, e estresse 

pelo calor e nutricional (restrição de 30% de 
energia metabólica), evidenciaram que, no 

grupo submetido apenas ao estresse calórico, 

houve apenas mobilização de reservas 
corpóreas e perda de peso, enquanto que, 

naquele que sofria estresse pelo calor e 

restrição alimentar, houve alta mobilização 
das reservas corpóreas e redução na 

eficiência reprodutiva. 

 

Neste experimento, trinta dias antes da 
primeira colheita dos ovários, os animais 

encontravam-se em pastagens de qualidade 

medianas, junto ao rebanho, em sistema de 
criação extensiva. Devido as necessidade de 

isolar estes animais do restante do rebanho 

(presença de machos), os mesmos foram 
alojados em piquetes rotacionados próximo 

ao centro de manejo. No decorrer do ano 

(diferença de tempo entre as épocas 

estudadas), de forma não intencional, esses 
animais acabaram recebendo melhores 

condições de pastagens e consequentemente, 

melhoraram seus escores de condição 
corporal.  

 

Com relação ao acréscimo de FSHr, tanto no 

ensaio realizado em jun/jul, quanto no de 
out/nov, apenas os cultivos com acréscimo 

de 50 ng/mL (FSH 50) tiveram médias de 

percentuais de folículos morfologicamente 
normais maiores (P <0,05) que os cultivos 

em meio base sem FSHr (FSH 0). 

 
Embora pouco se saiba sobre a regulação do 

desenvolvimento dos folículos primordiais, 

acredita-se que o FSH exerce algum tipo de 

função na manutenção da viabilidade dos 

folículos (Ralph et al., 1996; Saha et al., 
2000; Matos et al., 2007). No entanto, Silva 

et al. (2004) não observaram efeito 

significativo do FSH sobre a sobrevivência 

de folículos pré-antrais em caprinos, após 5 
dias de cultivo. Isso provavelmente ocorreu 

porque a concentração de FSH utilizada 

(100 ng/mL) foi muito alta. No presente 
trabalho, a adição de 50 ng/mL de FSHr no 

meio de cultura foi a concentração que 

manteve a melhor percentagem de folículos 

normais, após 7 dias cultivo. Resultados 
semelhantes, foram encontrados por Matos 

et al. (2007) em caprinos, também após sete 

dias de cultivo, testando as mesmas 
concentrações de FSH. 

 

Em cultivos in vitro de folículos pré-antrais 
inclusos em tecido ovariano sem a adição de 

FSH, frequentemente encontram-se extrusão 

dos oócitos de dentro da estrutura folicular 

inicial (Cortvrindt et al., 1997) a qual pode 
ser causada por danos ou redução do número 

de junções do tipo “gap” comunicantes 

(Hsueh et al., 1994). Além disso, trabalhos 
têm demonstrado que o FSH, além de 

manter a viabilidade, ajuda a inibir a 

apoptose de folículos pré-antrais após 
cultivo in vitro em diferentes espécies 

(ratazana: McGee et al., 1997; suína: Mao et 

a., 2002; caprina: Matos et al., 2007). 

 

Ativação dos folículos primordiais de 

ovelhas nas diferentes épocas do ano 

cultivados em diferentes concentrações de 

FSHr 

 

As percentagens de folículos primordiais e 

em crescimento do córtex ovariano não 
cultivado (controle fresco), obtido no 

período de jun/jul foram de 79,6 e 20,4%, 

respectivamente (Tabela 3). Neste mesmo 
ensaio (jun/jul), após sete dias de cultivo, 

todos os grupos testados (FSH 0, 10, 50 e 

100) tiveram suas médias de percentuais de 
folículos primordiais reduzidas (P <0,05) e 

de folículos em crescimento aumentadas (P 

<0,05), quando comparadas ao controle 

fresco. Contudo, dentre os cultivos testados, 
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aquele com 50 ng/mL de FSHr apresentou 
maiores percentagens de folículos em 

crescimento (P <0,05), comparado ao sem 
FSHr (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Percentagens de folículos primordiais e em crescimento (transição, primário e secundário), nos 

fragmentos de córtex ovariano, antes e após sete dias de cultivo in vitro, obtidos de ovelhas em duas 

diferentes épocas do ano, e cultivados na presença de 0, 10, 50 e 100 ng/mL de FSH recombinante no 

meio de cultura 

Estádio de desenvolvimento folicular 

  Épocas do ano 

  Jun/Jul Out/Nov 

Folículos 

primordiais (%) 
Controle fresco 79,6 ± 51,1 a 80,6 ± 12,2 a 

Cultivo de 7 dias   

 FSH 0 56,9 ± 17,6 Aa* 48,2 ± 6,5 Ab* 

 FSH 10  50,3 ± 16,5 ABa* 29,8 ± 12,9 Bb* 

 FSH 50  41,7 ± 18,0 Ba* 22,5 ± 15,5 Bb* 

 FSH 100  47,5 ± 22,0
 ABa*

 29,1 ± 15,8
 Bb*

 

    

Folículos em 

crescimento (%) 

Controle fresco 20,4 ± 51,1 a 19,4 ± 12,2 a 

Cultivo de 7 dias   

 FSH 0 43,1± 17,6 Bb* 51,8 ± 6,5 Ba* 

 FSH 10  49,7 ± 16,5 ABb* 70,2 ± 12,9 Aa* 

 FSH 50  58,3 ± 18,0 Ab* 77,5 ± 15,5 Aa* 

 FSH 100  52,5 ± 22,0 ABb* 70,9 ± 15,8 Aa* 

* Significativamente diferente do controle fresco (P <0,05). (a,b) Letras diferentes demonstram diferenças 

entre colunas (Jun/Jul e Out/Nov), (P <0,05). (A,B) Letras diferentes demonstram diferenças entre linhas 

(concentrações de FSH), dentro da mesma categoria folicular (P <0,05). Jun/Jul = meses de menores 

temperaturas; Out/Nov = meses de maiores temperaturas. 

 

Nos meses de temperaturas mais elevadas 

(out/nov), as percentagens de folículos 
primordiais e em crescimento do córtex 

ovariano não cultivado foram de 80,6 e 

19,4% respectivamente (Tabela 3). Neste 
segundo ensaio (out/nov), assim como no 

anterior (jun/jul), todos os cultivos testados 

(FSH 0, 10, 50 e 100) também tiveram suas 
médias de percentuais de folículos 

primordiais reduzidas (P <0,05) e de 

folículos em crescimento aumentadas (P 

<0,05), após sete dias de cultivo, quando 
comparadas ao controle fresco.  

 

Quando as comparações foram feitas entre 
os cultivos testados, todos aqueles que 

continham FSHr (FSH 10, 50 e 100) 

apresentaram menores percentuais de 

folículos primordiais (P <0,05) e maiores 

percentuais de folículos em crescimento (P 

<0,05), comparado ao sem FSHr (Tabela 3). 
 

Na comparação entre as épocas de 

temperaturas mais frescas (jun/jul) e mais 
quentes (out/nov), as percentagens de 

folículos primordiais e em crescimento do 

córtex ovariano não cultivado, não foram 
significativamente diferentes (P <0,05), com 

valores de 79,6 x 80,6% e 20,4 x 19,4%, 

respectivamente (Tabela 3). Contudo, após 

sete dias de cultura, menores percentuais de 
folículos primordiais e concomitantemente, 

maiores percentagens de folículos em 

crescimento (P <0,05) foram encontrados 
nos meses mais quentes, em todos os 

fragmentos cultivados, quando comparado 

aos meses com temperaturas mais frescas 

(Tabela 3). 
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Após o cultivo de tecido cortical ovariano 
caprino, durante cinco dias, Silva et al. 

(2004) mostraram que o FSH (100 ng/mL), 

não foi capaz de promover a ativação de 

folículos primordiais em caprinos. Por outro 
lado, Matos et al. (2007) demonstraram que 

concentração mais baixa de FSH (50 ng/mL) 

pode melhorar a sobrevivência e a ativação 
folicular. Neste trabalho, a adição de 50 

ng/mL de FSHr no cultivo de tecido 

ovariano de ovelhas, aumentou a ativação 

folicular após sete dias de cultura nos meses 
de jun/jul (25,1 ± 1,2 °C e escore corporal 

2,7 ± 0,4). Todos os cultivos que receberam 

FSHr aumentaram a ativação folicular nos 
meses out/nov (27,9 ± 1,0 °C e escore 

corporal 3,6 ± 0,4), evidenciando a maior 

ativação dos folículos primordiais, quando 
os animais se encontram em melhores 

condições nutricionais. 

 

Além disso, Joyce et al. (1999) relataram 
que a FSH estimula a expressão de RNAm 

do Kit ligand em células da granulosa de 

folículos pré-antrais. O Kit ligand tem se 
mostrado ser essencial para o crescimento de 

oócitos (Eppig, 2001) e na ativação de 

folículos primordiais (Parrot e Skinne, 
1999). O FSH também ajuda a modular os 

níveis de BMP-15, GDF-9 nos folículos em 

crescimento (Thomas et al., 2005) e estes 

fatores de crescimento são essenciais para o 
desenvolvimento dos folículos primordiais e 

primários de ovinos (Galloway et al., 2000). 

. 

Crescimento in situ dos folículos pré-

antrais das ovelhas  

 

Na tabela 4 estão os resultados obtidos para 
os diâmetros dos folículos e oócitos, antes e 

após a cultura de sete dias, nas duas 

diferentes épocas do ano. 

 
Após sete dias de cultivo, todos os grupos da 

época jun/jul, apresentaram aumento 

significativo (P <0,05) no diâmetro folicular, 
comparados ao diâmetro folicular do tecido 

ovariano não cultivado (controle). 

Entretanto, na época out/nov, somente o 
tecido ovariano cultivado no meio controle 

(FSH 0), não teve o diâmetro folicular 

aumentado no sétimo dia de cultivo, 

comparado também ao córtex ovariano não 
cultivado. Além disso, os folículos 

cultivados na presença de 50 ng/mL de FSHr 

tiveram maior aumento no diâmetro folicular 
após sete dias de cultura, comparados aos 

outros meios testados (P <0,05), em ambas 

as épocas. Este aumento, também foi 
verificado nos diâmetros dos oócitos, nas 

mesmas condições de cultivo (Tabela 4). 

 
 

Tabela 4. Diâmetro médio de folículos pré-antrais e oócitos inclusos em tecido ovariano, antes e após sete 
dias de cultivo in vitro, obtidos de ovelhas em duas diferentes épocas do ano, e cultivados na presença de 

0, 10, 50 e 100 ng/mL de FSH recombinante no meio de cultura 

 Diâmetros 

 Folicular (µm) Oocitário (µm) 

 Jun/Jul Out/Nov Jun/Jul Out/Nov 

Controle  47,36 ± 5,84a 51,01 ± 6,37a 36,12 ± 4,48a 38,52 ± 5,46a 

Cultivo 7 dias      

MEM  54,92 ± 7,96 Ba* 55,53 ± 12,78 Ba 39,74 ± 5,42 Ba 42,48 ± 9,91 Ba 

FSH 10  56,7 ± 10,55 Ba* 59,84 ± 10,87 Ba* 40,12 ± 7,83 Bb* 46,63 ± 7,52A Ba* 

FSH 50  63,85 ± 12,83 Aa* 66,53 ± 14,30 Aa* 46,11 ± 11,06 Ab* 51,70 ± 12,83 Aa* 

FSH 100  54,93 ± 5,43 Bb* 59,03 ± 8,62 Ba* 39,64 ± 3,67 Bb 45,26 ± 6,58 Ba* 

* Significativamente diferente do controle fresco (P <0,05). (a,b) Letras diferentes demonstram diferenças 

entre colunas (Jun/Jul e Out/Nov), (P <0,05). (A,B) Letras diferentes demonstram diferenças entre linhas 

(concentrações de FSH), (P <0,05). Jun/Jul = meses de menores temperaturas; Out/Nov = meses de 

maiores temperaturas. 
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A época do ano influenciou no crescimento 

folicular apenas dos fragmentos cultivados 

com 100 ng/mL de FSHr, com maior 

diâmetro folicular (P <0,05) na época de 
maiores temperaturas. Já o diâmetro dos 

oócitos, foi maior na época out/nov (maiores 

temperaturas), em todos os cultivos, exceto 
o cultivo com meio controle (FSH 0), o qual 

não apresentou diferença entre as épocas do 

ano (P >0,05). 

 
Matos et al. (2007), testando as mesmas 

concentrações de FSH, também obtiveram 

maior aumento do diâmetro folicular, 
quando os tecidos ovarianos de caprinos 

foram cultivado na presença de 50 ng/mL de 

FSH durante sete dias. Itoh et al. (2002), 
assim como neste experimento, 

demonstraram que 50 ng/mL de FSH 

aumentou tanto o diâmetro dos folículos, 

quanto dos oócitos em bovinos, após 13 dias 
cultura. A expressão do receptor para FSH 

parece se desenvolver progressivamente 

durante a transição do folículo primordial 
para primário, e para folículo secundário 

(Oktay et al., 1997). RNAm para receptores 

de FSH já foram detectados em folículos 
com apenas uma ou duas camadas de células 

da granulosa (Bao e Garverick, 1998).  

 

A presença de receptores de FSH nestes 
folículos iniciais, presumivelmente, explica 

o efeito do FSH no crescimento do oócito 

nos folículos pré-antrais, uma vez que 
existem receptores de FSH nos oócitos, 

acredita-se que o FSH possa atuar em ambas 

as células promovendo o crescimento e 

desenvolvimento folicular (M'eduri et al., 
2002). Em estudos in vivo (Campbell et al., 

2000) e in vitro (Gutierrez et al., 2000) foi 

demonstrado que o FSH pode acelerar a taxa 
de crescimeto folicular pré-antral. 

 

Outros autores, também observaram que o 
FSH promove aumento no diâmetro folicular 

e proliferação das células da granulosa de 

folículos pré-antrais em diferentes espécies 

(bovina: Saha et al., 2000; caprina: Silva et 

al., 2004; Matos et al., 2007; ovina: Cecconi 

et al, 1999). Além disso, sabe-se que o FSH 

estimula a formação do antro e 

esteroidogênese em células da granulosa 
(Gutierrez et al, 2000; Mao et al, 2002; 

Mitchell et al, 2002).  

 
Nos ruminantes, o folículo primordial 

cresce até se tornar atrésico ou continua 

crescendo até a ovulação. Embora este 

crescimento folicular seja controlado 
principalmente por fatores de crescimento 

produzidos localmente nos ovários, vários 

fatores ambientais, como a nutrição, podem 
influenciar o desenvolvimento folicular e a 

qualidade do oócito e, consequentemente, a 

fertilidade (Garnsworthy e Webb, 1999; 
Webb et al., 2003). Além dos efeitos 

nutricionais fetais e pós-natais sobre a taxa 

de ovulação em adultos, há momentos 

durante a vida adulta nos quais a taxa de 
ovulação também é particularmente 

sensível ao fornecimento de nutrientes. Em 

ovelhas, um destes momentos é cerca de 
seis meses antes da monta, quando os 

folículos ovarianos emergem do pool de 

folículos primordiais (ativação folicular) e 
podem ter seu crescimento comprometido. 

Neste momento, as baixas condições 

nutricionais reduzem o número de folículos 

que emerge e que estará disponível para 
ovulação. Da mesma forma, o contrário 

também ocorre (Almeida et al., 2007). 

 

CONCLUSÕES 

As temperaturas mais elevadas encontradas 

nos meses de outubro a novembro da região 

semiárida de Petrolina - PE, não 
prejudicaram a sobrevivência e o 

desenvolvimento dos folículos pré-antrais 

cultivados in vitro.  
 

O acréscimo de 50 ng/mL de FSH 

recombinante ao meio de cultivo in vitro de 
tecido ovariano melhorou a taxa de 

sobrevivência e promoveu maior ativação 

de folículos primordiais e crescimento de 

folículos pré-antrais ativados.  
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CAPÍTULO 2 

 

Influência do estresse calórico sobre parâmetros clínicos, crescimento de folicular 

por indução hormonal e recuperação de complexos cumulus-oócito por 

videolaparoscopia de ovelhas Santa Inês 
 

 

RESUMO 
 

Com o objetivo de avaliar os parâmetros clínicos fisiológicos, o crescimento folicular e a 

recuperação de complexos cumulus-oócito de ovelhas submetidas às condições ambientais de 
conforto e estresse calórico, foram colocados sete ovelhas da raça Santa Inês em câmara 

climática, nas seguintes condições ambientais: conforto (24,4 °C e UR de 68%) e calor (35,4 °C 

e UR de 67,4%). Após 30 dias sobre estas condições ambientais, estas ovelhas tiveram seus 

parâmetros clínicos avaliados e seus folículos ovarianos avaliados e aspirados por punção 
folicular guiada por videolaparoscopia, procedimentos estes que foram repetidos mais duas 

vezes (sete e 14 dias depois). Foram encontradas alterações nas ovelhas em estresse calórico 

para todos os parâmetros clínicos avaliados (temperaturas retal e cutânea, frequências 
respiratórias e cardíacas e sudorese). Também foi encontrado maior média no número de 

folículos aspiráveis na primeira seção de aspiração para as ovelhas em conforto (P <0,05), e 

menor taxa de recuperação de complexos cumulus-oócito (CCOs), e consequentemente, menor 

média no numero de CCOs (P <0,05) também na primeira seção de aspiração nas ovelhas do 
grupo calor (P <0,05). Em conclusão, o estresse calórico reduz o número de folículos aspiráveis 

e a taxa de recuperação de complexos cumulus-oócito na primeira seção de aspiração após o 

estresse. 
 

Palavras chave: aspiração, estresse calórico, folículos, oócito, ovino 

 
 

ABSTRACT 

 

Aiming to evaluate the clinical physiological follicular growth and recovery of cumulus oocyte 
complexes of sheep subjected to environmental heat stress and comfort, seven sheep were 

placed Santa Ines in climatic chamber, the following environmental conditions: comfort (24.4 ° 

C and RH 68%) and heat (35.4 ° C and 67.4% RH). After 30 days on these environmental 
conditions, these sheep had their clinical parameters assessed and evaluated and their ovarian 

follicles aspirated by ovum guided laparoscopic These procedures were repeated two more 

times (seven and 14 days after). Changes were found in sheep under heat stress for all evaluated 
parameters (skin and rectal temperatures, respiratory and cardiac frequencies and sweating). It 

has also been found in higher mean number of follicles Inhalable suction in the first section in 

comfort for sheep (P <0.05) and lower recovery rate of cumulus-oocyte complexes (COCs), and 

therefore the lower average number of COC (P <0.05) also in the first section of the vacuum 
heat sheep group (P <0.05). In conclusion, heat stress reduces the number of follicles Inhalable 

and recovery rate of cumulus-oocyte aspiration in the first section after the stress. 

 
Keywords: aspiration, follicle, heat stress, oocyte, sheep 
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INTRODUÇÃO 
 

No Brasil, a ovinocultura tem se 

intensificado nos últimos anos, ocupando 

posição de destaque entre os diversos ramos 
do agronegócio, principalmente por suas 

características de ciclo produtivo curto com 

consequente giro financeiro rápido e boa 
adaptabilidade animal (Deminicis et al., 

2008). Entretanto, a maior parte dos 

rebanhos nacionais está instalada em 

regiões adversas, muitas vezes, em 
situações inóspitas, tanto nutricionais como 

ambientais. Essas condições de criação 

geralmente prejudicam a eficiência 
produtiva e reprodutiva destes animais 

(Bezerra et al., 2008). 

 
O clima é um dos componentes ambientais 

que exerce efeito mais pronunciado sobre o 

bem-estar animal e, por consequência, 

sobre a produção e reprodução. Portanto, é 
considerado fator regulador ou mesmo 

limitador da exploração animal para fins 

econômicos (Clemente e Borges, 2007). 
 

O estresse térmico, resultante de altas 

temperaturas ambientais associadas à 
elevada umidade do ar, acarretam mudanças 

nos parâmetros clínicos fisiológicos e 

comportamentais dos animais (Cezar et al., 

2003 e Oliveira et al., 2013), com alterações 
nas frequências cardíacas e respiratórias, 

temperaturas de superfície corporal e retal, 

além de aumento da sudorese pelos animais 
(Starling et al., 2002; Neiva et al., 2004; 

Gomes, 2011). 

 

Em ovelhas, os estudos sobre os efeitos do 
estresse térmico sobre a função reprodutiva 

são limitados. No entanto, sabe-se que a 

eficiência reprodutiva dos ovinos é 
adversamente afetada pela hipertermia 

(Sawyer et al., 1979). Além disso, sabe-se 

também que altas temperaturas reduzem as 
taxas de fertilidade e alteram a duração da 

gestação, aumentam as taxas de aborto e 

absorção embrionária (Ingran e Mount, 

1975). O estresse térmico durante a fase 

folicular em ovelhas, também leva à 
ovulação de oócitos com reduzida 

competência para desenvolver, afetando a 

qualidade do embrião (Naqvi et al., 2004). 

 
Nesse contexto, este experimento teve 

como objetivo avaliar os parâmetros clínico 

fisiológicos, o crescimento folicular 
induzido hormonalmente e a recuperação de 

complexos cumulus-oócito aspirados por 

videolaparoscopia de ovelhas Santa Inês 

mantidas em duas distintas condições 
ambientais (conforto e estresse térmico por 

calor) em câmara climatizada.  

 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local e população experimental 

 

Este experimento foi realizado na câmara 

climatizada do laboratório de calorimetria e 
metabolismo animal do Departamento de 

Zootecnia da Escola de Veterinária da 

UFMG.  
 

Foram utilizadas 14 ovelhas da raça Santa 

Inês com escore de condição corporal 
variando de 2,5 a 3, todas previamente 

selecionadas por exame clínico e 

ginecológico, distribuídas em delineamento 

experimental inteiramente casualizado, com 
sete repetições por tratamento. 

 

Manejo e estratégia de alimentação 

 

Durante todo o período experimental, os 

animais foram alimentados com 2,5% do 

peso vivo, de matéria seca (MS) na dieta, à 
base de 70% de feno de Tifton 85 e 30% de 

concentrado. O concentrado fornecido foi 

constituído de 70% de fubá de milho e 30% 
de farelo de soja. 

 

Para avaliação das diferentes condições de 
ambiência sobre os parâmetros clínicos, 

crescimento folicular e taxa de recuperação 

dos complexos cumulus-oócito aspirados 

por videolaparoscopia, os animais foram 
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divididos em grupos de acordo com os 
seguintes tratamentos: 

 

Tratamento 1: Temperatura de 25 °C e 

umidade relativa de 70% (Grupo conforto); 
 

Tratamento 2: Temperatura de 35 °C e 

umidade relativa de 70% (Grupo calor). 
 

O procedimento experimental foi composto 

de um período de adaptação de 14 dias, no 

qual todos os animais foram mantidos em 
condições de termoneutralidade, para se 

ajustarem as condições físicas, de 

alimentação e da câmara climatizada. Após 
este período, os animais foram submetidos 

aos tratamentos, permanecendo nas 

condições de cada tratamento por um 
período de sete semanas.  

 

Obtenção das variáveis climáticas 

 
Para controle dos tratamentos empregados, 

as variáveis climáticas, temperatura do ar 

(ºC) e umidade relativa do ar (%) foram 
monitoradas através de termohigrômetros 

digitais distribuídos em quatro pontos 

distintos dentro da câmara climatizada, 
controlada por painéis digitais de 

temperatura, umidade e renovação da massa 

de ar. Essas variáveis foram registradas 

diariamente durante todo experimento 
(Tabela 1). 

 
Tabela 1. Média das condições climáticas nos 

diferentes tratamentos empregados na câmara 

climatizada 

Variáveis 
Tratamentos 

Conforto Calor 

Ta (°C) 24,4 ± 0,1b 35,4 ± 0,3a 

UR (%) 68,0 ± 0,9 67,4 ± 2,4 

ITU 72,2 ± 0,2b 87,0 ± 0,3a 

(a, b) Letras diferentes na mesma linha 

demonstra diferença significativa entre as 

épocas (P <0,05). Ta = temperatura do ar; UR = 

umidade relativa; ITU = índice de temperatura e 

umidade. Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; 

Calor = 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

Mensurações das variáveis clínicas  

 

Os parâmetros clínicos foram avaliados 

durante dois dias consecutivos, na semana 

que se iniciou as aspirações, e em dois 
momentos, as 9h e 30min e as 14h e 30min 

do dia. Para a determinação da temperatura 

retal (TR), utilizou-se um termômetro 
digital com precisão de ± 0,1°C, 

introduzido no reto do animal por um 

minuto. A frequência respiratória (FR) foi 

obtida de forma visual, observando-se por 
30 segundos os movimentos respiratórios, 

com a visualização concentrada na região 

do flanco. Foram feitas duas contagens em 
cada animal, cada uma por um observador 

diferente, e destas contagens foi calculada a 

média, sendo posteriormente multiplicada 
por dois, totalizando assim o número de 

movimentos respiratórios por minuto 

(mov/min). 

 
A frequência cardíaca (FC) foi aferida 

utilizando um estetoscópio (BD DUO® – 

Sonic MDF 747) e um cronômetro digital, 
de acordo com o método descrito por 

Baccari Júnior (1990). 

 
A temperatura cutânea (TC) foi obtida 

através da média de quatro aferições, 

realizadas em pontos distintos do animal: 

fronte, cernelha, flanco e jarrete. Estas 
medidas foram realizadas com o auxílio de 

um termômetro infravermelho digital 

portátil, de mira laser e 99% de precisão 
(MT-350, MINIPA), a uma distância de 

aproximadamente 50 centímetros do 

animal. 

 
Para a realização do teste de sudorese, 

segundo a metodologia descrita por Silva 

(2000), preparou-se discos de 0,5 cm de 
diâmetro de papel de cromatografia tipo 

Whatmam, Nº 1, embebidos em solução de 

cloreto de cobalto hexa-hidratado a 10%, e 
secos ao ar livre. Em seguida, estes foram 

acondicionados em estufa entre 80°C e 

90°C até atingir a cor azul violácea. Após a 

secagem, três discos de cada vez foram 
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fixados com fita adesiva transparente a uma 
lâmina de vidro e conservados em 

dessecador contendo sílica. Todos os discos 

foram preparados, em média, duas horas 

antes de sua utilização. 
 

No momento da realização do teste, retirou-

se a fita adesiva da lâmina de vidro e a 
fixou com os discos voltados para a pele do 

animal (previamente tricotomizada, limpa e 

seca com álcool 70% e éter etílico). Após a 

fixação da fita com os discos na pele do 
animal, cronometrou-se o tempo gasto, em 

segundos, para cada disco mudar toda a sua 

área da cor azul violácea para rosa claro, 
por ação da infiltração de suor. Os valores 

registrados representaram as médias dos 

tempos registrados nos três discos, em 
seguida, aplicados na seguinte fórmula 

(Silva, 2000): 

 

TS = 38446,6019 / t  
Sendo:  

TS = a taxa de sudação em gramas/metro 

quadrado/hora (g/m
2
/h); e 

 t = o tempo médio, em segundos, para 

mudança de cor dos três discos de papel. 

 

 

Estimulação hormonal 

 

Após período de 20 dias nas condições 

experimentais, cada ovelha recebeu uma 

esponja intravaginal contendo 60 mg de 
acetato de medroxiprogesterona 

(PROGESPON
®
), momento este 

considerado como dia 0 (D0) do protocolo, 
e aplicação via intra muscular (IM) de 75µg 

de D-cloprostenol (Veteglan
®
), análogo de 

prostaglandina F2α no D7. Esta esponja foi 

substituída no D10 (dia da primeira seção 
de aspiração) e removida no momento da 

terceira e última seção de aspiração de cada 

tratamento. 
 

O desenvolvimento folicular foi estimulado 

pela administração IM ao mesmo tempo por 
dose única de 70 mg de hormônio folículo 

estimulante (FSH) (NIH-FSH-P1, 

Folltropin
®

), associado a 300 UI de 

gonadotrofina coriônica equina (eCG) 
(Novoromon

®
 5000). A primeira dose de 

FSH/eCG foi administrada no D8, 48 horas 

antes da primeira seção de aspiração (D10), 
repetindo-se estas aplicações sete e 

quatorze dias depois, para completar um 

total de três aspirações por ovelha, em cada 
tratamento (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Esquema do protocolo utilizado para estimulação hormonal e aspiração folicular 

 

Preparo dos animais  

 

Após jejum hídrico e alimentar de 24 horas, 

os animais foram submetidos à anestesia, a 

qual foi realizada através da administração 
IM de 0,2 mg/kg de cloridrato de xilazina 

como medicação pré-anestésica (MPA) e 
posteriormente, indução com 2mg/kg de 

ketamina, via intravenosa (IV). A 

manutenção da anestesia foi realizada com 

repiques de 1mg/kg IV de ketamina, sempre 
que necessário até o fim da cirurgia. 
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Após a indução anestésica, nos animais já 
tricotomizados, realizou-se a antissepsia 

(iodo dergemante, iodo povidona e álcool 

70%) da região abdominal e a anestesia 

local infiltrativa com 1,0 mL de cloridrato 
de lidocaína a 2% nos botões de acesso 

laparoscópicos, sendo 0,5 mL no tecido 

sub-cultâneo e 0,5 mL intramuscular. 
 

População e aspiração folicular 

 

Com os animais sob anestesia geral e 
analgesia local, as fêmeas foram 

posicionadas em ângulo de 45°, e com o 

auxílio de um bisturi fez-se incisão cutânea 
na linha média 20 cm cranial ao úbere, para 

facilitar a introdução do trocater (cinco 

milímetros de diâmetro), com válvulas para 
insuflação, estabelecendo o 

pneumoperitônio com CO2. Por este 

trocater foi introduzido o laparoscópio 

conectado a uma câmera e a um cabo de 
fibra ótica, fornecendo luz para o interior da 

cavidade, sendo a imagem visualizada no 

monitor; seguindo-se a introdução video-
assistida do segundo trocater, 10 a 12 cm 

cranial ao úbere e cinco centímetros à 

direita da linha média, e o terceiro trocater 
em posição antimérica ao primeiro. 

 

Sequencialmente, foi introduzido pelo 

segundo trocater a pinça atraumática 
(Babcock) que permitiu a manipulação do 

útero, tubas e ovários. Após visualização e 

individualização destes, cada ovário foi 
fixado com a pinça pelo mesovário, 

evitando sempre lesar qualquer estrutura. 

Previamente à punção folicular de cada 

ovário, estes foram examinados e todos os 
folículos visíveis na superfície do ovário 

foram contados e classificados em 

pequenos (até 2mm), médios (2 - 5mm) e 
grandes (maior que 5mm). 

 

Em seguida, foi introduzida a guia de 
aspiração conectada a uma agulha na 

cavidade pelo terceiro trocater, próximo ao 

local onde se encontrava o ovário fixado. A 

punção foi realizada movimentando os 

ovários em diferentes posições com a pinça 
de manipulação atraumática. A agulha foi 

inicialmente colocada em posição paralela à 

superfície ovariana, o que permitiu as 

perfurações dos folículos nas suas 
extremidades. Uma vez inserida no folículo, 

a agulha foi cuidadosamente movida para 

garantir que todo o seu conteúdo fosse 
aspirado. A pressão do vácuo utilizada foi 

em média 60 mmHg. 

 

Para realização das punções, utilizou-se um 
sistema de aspiração com lúmen simples, 

composto por um circuito de teflon de 50 

cm de comprimento, conectado de um lado, 
a uma agulha própria para aspiração de 22G 

com bisel curto (WTA
®
), e do outro, a uma 

rolha de silicone, a qual foi acoplada ao 
tubo de colheita (50 mL). O vácuo utilizado 

foi produzido por uma bomba de aspiração 

(Rocketmedical
®
). Previamente à aspiração 

dos complexos cumulus-oócito (CCOs), 
realizou-se lavagem interna da linha de 

aspiração com o meio de colheita (Anexo 

I), deixando ao final deste procedimento 
aproximadamente 2,5 mL deste meio para 

receber os oócitos. 

 
Ao término das aspirações os ovários foram 

lavados com aproximadamente 150 mL de 

solução fisiológica (NaCl 0,9%) com 

heparina (5UI/mL), para remoção de 
coágulos da superfície, minimizando a 

formação de aderências. As dermorrafias 

foram realizadas com pontos tipo Wolf, 
com fios de sutura mononylon 0-0. Ato 

contínuo se procedeu à limpeza da ferida 

cirúrgica com solução fisiológica, aplicação 

de spray repelente/cicatrizante a base de 
prata ao redor da ferida cirúrgica e 

aplicação IM de oxitetraciclina (20 mg/Kg). 

 
Todas as classificações e punções foram 

realizadas pelo mesmo operador, o qual foi 

previamente treinado. Os complexos 
cumulus-oócito foram recuperados e 

avaliados com auxílio de microscópio 

estereoscópico (Nikon
®
) em aumento de 

40x. 
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Análises Estatísticas 

 

Este experimento foi realizado em um 

delineamento inteiramente casualizado, 

contendo sete repetições para as avaliações 
dos parâmetros fisiológicos e para as 

respostas reprodutivas. 

 
Os parâmetros clínicos fisiológicos e os 

dados climáticos foram verificados quanto à 

normalidade e homocedasticidade pelos 

testes de Lilliefors e Bartlett, 
respectivamente. As variáveis que 

apresentaram distribuição normal foram 

submetidas à análise de variância 
(ANOVA), e os resultados obtidos tiveram 

suas médias comparadas pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. Já as 
variáveis que não apresentaram distribuição 

normal, mesmo após transformação, foram 

submetidas à análise não-paramétrica, 

utilizando-se o teste de Mann-Whitney, 
também a 5% de probabilidade. 

 

O número de folículos e complexos 
cumulus oócito aspirados também foram 

verificados quanto à normalidade e 

homocedasticidade pelos testes de Lilliefors 
e Bartlett, respectivamente. Como 

apresentaram distribuição normal, foram 

submetidos à análise de variância 

(ANOVA), considerando a ocorrência dos 
erros (a) e (b), referentes à parcela (conforto 

e calor) e subparcelas (três seções de 

estimulação/aspiração), respectivamente. 
Os resultados obtidos tiveram suas médias 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 
Já a população folicular ovariana e as taxas 

de recuperação foram avaliadas através de 

tabelas de contingência (2 x 3), com dois 
ambientes e três tamanhos foliculares ou 

três seções de aspiração. Os resultados 

observados tiveram suas proporções 
avaliadas pelo teste de Qui-quadrado a 5% 

de probabilidade. 

 

Para a realização das análises estatísticas 
foram utilizados os programas estatísticos 

ASSISTAT v. 3.6 Beta (2011) e GraphPad 

Prism 5.  

 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Parâmetros fisiológicos 

 

Os resultados encontrados para frequência 

respiratória (FR), frequência cardíaca (FC), 
temperatura cutânea (TC), temperatura retal 

(TR) e produção de suor (sudorese) estão 

descritos na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Médias da frequência respiratória 

(mov./min.), frequência cardíaca (bat./min.), 

temperatura cutânea (°C), temperatura retal (°C) 

e sudorese (g/m2/h) de ovelhas Santa Inês 

mantidas em duas condições ambientais 

(conforto e calor) em câmara climatizada 

Parâmetros 

fisiológicos 

Tratamentos 

Conforto Calor 

FR 

(mov./min.)** 
20,0 ± 3,0b 115,7 ± 

17,6a 

FC (bat./min.)* 67,4 ± 7,0b 78,7 ± 9,2a 

TC (°C)** 29,8 ± 1,2b 36,3 ± 0,5a 

TR (ºC)** 38,5 ± 0,3b 38,7 ± 0,6a 

Sudação(g/m2/h)* 88,1±27,6b 227,1±79,1a 

*Médias seguidas de letras diferentes na linha 

diferem pelo teste Tukey (P <0,05). **Médias 

seguidas de letrasdiferentes na linha diferem 

pelo teste de Many-Whitney (P <0,05). FR = 

frequência respiratória; FC = frequência 

cardíaca; TC = temperatura cutânea; TR = 

temperatura retal; Conforto = 24,4 °C e UR de 

68%; Calor = 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 
A FR nos ovinos é considerada normal 

quando apresenta valor médio de 25 

movimentos respiratórios por minuto, 
podendo esses valores variarem entre 16 e 

34 mov/min (Reece, 1996). A média da FR 

obtida nas ovelhas do grupo conforto (20,0 
± 3,0 mov/min) encontra-se nessa 

normalidade. Por outro lado, a média da FR 

apresentada pelas ovelhas do grupo calor 

(115,7 ± 17,6 mov/min) foi 
significativamente maior (P <0,05) que a do 
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grupo conforto. De acordo com a 
classificação de Silanikove et al. (2000),FR 

de 40 a 60, 60 a 80 e 80 a 120 mov/min 

caracteriza estresse baixo, médio-alto e alto 

respectivamente, o que possibilita inferir 
que as ovelhas do grupo calor encontravam-

se em situação de estresse calórico alto. 

 
Os animais utilizam o aumento da 

frequência respiratória como uma forma de 

manter a temperatura corporal dentro do 

patamar fisiológico, por meio da 
evapotranspiração pulmonar (Martins 

Júnior et al., 2007). Segundo Starling et al. 

(2002), o mecanismo de perda de calor mais 
eficaz é o evaporativo, por não depender do 

diferencial de temperatura entre o 

organismo e a atmosfera. A evaporação 
respiratória é um mecanismo fisiológico 

utilizado pelos ovinos em respostas intensas 

por períodos curtos (Silva e Starling, 2003). 

Essa eficiência em perder calor por via 
evaporativa tem permitido aos ovinos 

adaptarem-se muito bem a locais quentes do 

planeta. 
 

A frequência cardíaca do grupo de animais 

submetidos às condições de estresse 
térmico foi significativamente maior (P 

<0,05) que a daqueles do grupo submetido 

às condições de conforto (Tabela 2), 

estando às médias de ambos os grupos 
dentro da normalidade da espécie, 

compreendidos entre 70-90 bat/min 

(Radostits et al., 2002; Diffay et al., 2004). 
 

Tanto no experimento de Faria (2010), 

trabalhando com ovelhas Santa Inês a 

campo, quanto nos de Ferreira (2005) e de 
Andrade (2011), trabalhando em câmara 

climatizada, foi observado aumento na 

frequência cardíaca dos animais que 
estavam em condição de estresse pelo calor. 

A temperatura cutânea ou temperatura de 

superfície do animal, também apresentou 
médias superiores (P ˂ 0,05) nas ovelhas 

submetidas ao estresse térmico. A 

temperatura corporal é o resultado da 

diferença entre energia térmica produzida 

mais a recebida pelo organismo animal e a 
energia térmica dissipada para o meio 

(Brosh et al., 1998). 

 

Tanto o redirecionamento do fluxo 
sanguíneo para a superfície corporal, quanto 

a vasodilatação periférica aumentam a 

temperatura da pele, e facilitam a 
dissipação de calor por mecanismos não 

evaporativos (condução, convecção e 

radiação). Quando a temperatura do ar se 

eleva, a diferença térmica entre a superfície 
do corpo e o ambiente decresce, 

dificultando a dissipação de calor, tendo o 

animal que lançar mão de mecanismos 
evaporativos (sudorese e/ou frequência 

respiratória) para perder calor (Souza et al., 

2008). 
 

A média de sudorese das ovelhas foi 

significativamente diferente (P<0,05) entre 

os grupos conforto e calor (Tabela 2). 
Gomes (2011), trabalhando com ovelhas da 

raça Santa Inês, encontrou diferença entre 

as médias de sudorese quando comparados 
os grupos conforto (24°C e 65% UR) e 

estresse (34°C e 50% UR) em seu 

experimento, obtendo valores entre 52,43 e 
125,38 g/m

2
/h, respectivamente. 

Trabalhando com ovinos deslanados em 

temperaturas de 25 e 35°C, Silva et al. 

(1990), encontraram maiores valores de 
sudorese nos animais que estavam na 

temperatura mais elevada, mas atribuíram a 

essa diferença, aos maiores valores 
encontrados para umidade relativa do ar. 

 

A sudorese é uma estratégia para 

manutenção da temperatura corporal 
controlada pelo hipotálamo. O suor, nada 

mais é que a perda de água e sais minerais 

que, quando evapora na superfície da pele, 
auxilia na perda de calor (Pereira, 2005). 

De acordo com Faria (2010), a perda de 

calor latente evaporativo, através das 
glândulas sudoríparas, é um dos 

mecanismos de adaptação ao estresse 

calórico dos animais podendo ser afetado 

pelo ambiente. Quando o meio se apresenta 
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seco e quente, ocorre sudorese mais intensa 
por parte do animal. Porém, quando a 

temperatura e a umidade relativa do ar estão 

altas, a perda de calor pela sudorese não 

consegue controlar a homeotermia, fazendo 
com que o animal lance mão de outros 

meios termorregulatórios mais eficientes, 

tais como a evaporação respiratória. 
 

A temperatura retal é o parâmetro clínico 

fisiológico que reflete o real equilíbrio 

térmico corporal, entre a quantidade de 
calor produzida e recebida, e a dissipada ao 

meio externo (Ferreira, 2005 e Faria, 2010). 

No presente trabalho, a temperatura retal 
sofreu influência dos tratamentos térmicos 

(Tabela 2), sendo maior no grupo de 

ovelhas em estresse térmico calórico. 
Contudo, seus valores encontram-se dentro 

do intervalo tido como normal, que é de 

38°C a 40,5°C, de acordo com Kolb (1987). 

 
A elevação dos parâmetros clínicos dos 

animais, nas condições ambientais impostas 

pelo tratamento calor, principalmente a 
elevação da frequência respiratória 

(115,7±17,6 mov/min), a qual ficou bem 

acima da normalidade da espécie (16 - 34 
mov/min), sugere que as condições 

climáticas de ITU 87 encontradas neste 

experimento promoveram estresse caloórico 

nos animais estudados, suplantando a ótima 
capacidade adaptativa de ovinos nativos 

deslanados, como descrita por Neiva et al. 

(2004) e Ribeiro et al. (2009). 
 

Aspiração e classificação dos folículos 

 

As condições ambientais de conforto e 
estresse térmico por calor não 

influenciaram a média de folículos 

aspiráveis por ovelha através da técnica de 
videolaparoscopia (P >0,05), com 13,9±3,9 

e 11,90±5,6 folículos por seção de 

estimulação/aspiração, respectivamente.  
Da mesma forma, as repetições das 

estimulações hormonais, também não 

influenciaram nas médias de folículos 

aspiráveis (P >0,05), nos momentos das 

seções de aspiração, 13,6±5,3; 12,3±4,4 e 
12,8±5,2 na primeira, segunda e terceira 

seção de aspiração, respectivamente. 

 

Gibbons et al. (2007), testando estimulação 
hormonal “oneshot” (aplicação única) de 

FSH / eCG em ovelhas Merino Australiano 

em quatro seções de aspiração 
subsequentes, também não encontraram 

influência do número de seções de 

aspirações sobre a média de folículos 

aspirados, com média de 14,4±1,0 
folículos/ovelha/seção de aspiração. 

 

Entretanto, neste experimento, ocorreu 
interação entre as condições ambientais e a 

ordem de estimulação hormonal (P < 0,05), 

com maior média de folículos aspiráveis 
nas ovelhas do grupo conforto, na primeira 

estimulação hormonal (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Efeito da ordem de estimulação 
hormonal, na média de folículos visíveis no 

ovário no momento da aspiração 

videolaparoscópica das ovelhas Santa Inês 

mantidas nas condições ambientais de conforto 

e calor 

Ordem 
Tratamentos 

Conforto Calor 

1ª Asp. 15,9 ± 4,0aA 11,4 ± 5,7aB 

2ª Asp. 13,0 ± 3,1bA 11,6 ± 5,6aA 

3ª Asp. 12,9 ± 4,2bA 12,7 ± 6,3aA 

Médias seguidas de letras diferentes minúscula 

na coluna e maiúscula na linha diferem 

estatisticamente pelo teste de Tukey, (P <0,05). 

Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor = 35,4 

°C e UR de 67,4%. 

 
Comparando os efeitos dos tratamentos 

ambientais (conforto e calor) na população 

folicular, dentro de cada ordem de 
estimulação/aspiração, verificou-se que os 

tratamentos ambientais não influenciaram a 

proporção de folículos pequenos, médios e 
grandes (P >0,05), tanto na primeira, quanto 

na segunda seção de estimulação/aspiração 

folicular (Tabela 4). Contudo, os 

tratamentos ambientais influenciaram a 
população de folículos da terceira aspiração 

(Tabela 4), com maior proporção de 
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folículos pequenos nas ovelhas em estresse (P <0,05), comparados as em conforto. 
 
Tabela 4. Comparação entre as diferentes condições ambientais (conforto e calor) na frequência de 

folículos presentes nos ovários, dentro de cada categoria folicular: pequenos (< 2mm), médios (> 2 < 

5mm) e grandes (> 5mm); e nas distintas ordens de aspiração: primeira, segunda e terceira aspiração 

folicular 

Ordem de 

Aspiração 
Folículos 

Tratamentos 

Conforto Calor 

 Pequenos (%) 28,8 (32/111) 25,0 (20/80) 

1ª Aspiração Médios (%) 49,6 (55/111) 45,0 (36/80) 

 Grandes (%) 21,6 (24/111) 30,0 (24/80) 

    

 Pequenos (%) 48,3 (44/91) 42,0 (34/81) 

2ª Aspiração Médios (%) 40,7 (37/91) 46,9 (38/81) 

 Grandes (%) 11,0 (10/91) 11,1 (9/81) 

    

 Pequenos (%) 44,4 (40/90) B 59,5 (53/89) A 

3ª Aspiração Médios (%) 45,6 (41/90)  31,5 (28/89)  

 Grandes (%) 10,0 (9/90)  9,0 (8/89) 

Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Qui-quadrado, (P <0,05). Conforto = 

24,4 °C e UR de 68%; Calor = 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

A distribuição da população folicular dentro 

de cada seção de estimulação/aspiração, de 
cada tratamento ambiental (conforto e 

calor), está descritos na tabela 5. Nesta, 

pode-se verificar que na primeira seção de 
estimulação/aspiração, a proporção de 

folículos médios foi maior que as 

proporções dos folículos pequenos e 
grandes em ambas as condições ambientais 

(P <0,05). Na segunda 

estimulação/aspiração, tanto no grupo 

conforto, quanto no grupo calor, ocorreu 
menor proporção de folículos grandes, 

comparados à proporção de folículos 

pequenos e médios (P <0,05). Entretanto, 
na terceira estimulação/aspiração, a 

população folicular apresentou proporções 

diferentes entre os tratamentos. No grupo 
conforto, a terceira seção de 

estimulação/aspiração, apresentou 

população folicular semelhante a da 

segunda seção, com menor proporção de 
folículos grandes (P <0,05). Já no grupo de 

ovelhas do tratamento calor, a proporção de 

folículos foi diferente entre os três 
tamanhos, com maior porcentagem de 

folículos pequenos e menor de folículos 

grandes (P <0,05). 
 

Os resultados do efeito da ordem de 

estimulação/aspiração em cada grupo da 
população folicular, de acordo com os 

tratamentos ambientais, mostraram que a 

porcentagem de folículos médios presentes 
nos ovários no momento das aspirações, 

não foram diferentes (P >0,05) entre as três 

seções em ambas as condições ambientais. 

Já a porcentagem de folículos grandes, 
também em ambas as condições ambientais, 

foi maior na primeira seção (P <0,05), e não 

apresentou diferença entre a segunda e 
terceira estimulação/aspiração (P >0,05). 

Em contrapartida, a população de folículos 

pequenos foi diferente em cada tratamento 
ambiental, de forma que, no grupo conforto, 

a porcentagem de folículos pequenos foi 

menor na primeira seção de 

estimulação/aspiração (P <0,05), e não 
apresentou diferença entre a segunda e a 

terceira (P >0,05). Enquanto que no grupo 

estressado caloricamente, ocorreu diferença 
entre as porcentagens de folículos pequenos 
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nas três seções (P <0,05), com menor 
porcentagem na primeira, e maior 

porcentagem na terceira e última seção de 
estimulação/aspiração folicular (Tabela 5).  

 
Tabela 5. Proporção de folículos pequenos (< 2 mm), médios (> 2 < 5 mm) e grandes (> 5 mm) presentes 

nos ovários, no momento da 1ª, 2ª e 3ª aspiração das ovelhas Santa Inês mantidas nas condições de 

conforto e de calor  

Ambiente Folículos 
Ordem de Aspiração 

1ª Asp. (%) 2ª Asp. (%) 3ª Asp. (%) 

Conforto 

Pequenos (< 2 mm) 28,8 (32/111)bB 48,3 (44/91)aA 44,4 (40/90)aA 

Médios (> 2 < 5 mm) 49,6 (55/111)aA 40,7 (37/91)aA 45,6 (41/90)aA 

Grandes (> 5mm) 21,6 (24/111)bA 11,0 (10/91)bB 10,0 (9/90)bB 

     

Ambiente Folículos 
Ordem de Aspiração 

1ª Asp. (%) 2ª Asp. (%) 3ª Asp. (%) 

Calor 

Pequenos (< 2 mm) 25,0 (20/80)bC 42,0 (34/81)aB 59,5 (53/89)aA 

Médios (> 2 < 5 mm) 45,0 (36/80)aA 46,9 (38/81)aA 31,5 (28/89)bA 

Grandes (> 5 mm) 30,0 (24/80)bA 11,1 (9/81)bB 9,0 (8/89)cB 

Médias seguidas de letras diferentes minúscula na coluna, dentro de cada condição ambiental e maiúscula 

na linha diferem pelo teste de Qui-quadrado, (P <0,05). Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor = 35,4 

°C e UR de 67,4%. 

 
De acordo com Badinga et al. (1993), o 

crescimento e o desenvolvimento dos 

folículos ovarianos podem ser ou não, 

afetados pelo estresse calórico materno. 
Mas quando afetados, os efeitos do estresse 

térmico sobre a função folicular pode 

envolver mudanças tanto no âmbito 
folicular, quanto na produção dos 

hormônios pituitários. 

 
A condição de estresse ambiental 

proporcionada pelo calor (35,4 ºC e 67,4% 

de UR) influenciou na terceira e última 

seção de estimulação. Nesta, a maior 
porcentagem de folículos pequenos no 

grupo calor (Tabela 4), possivelmente 

ocorreu devido à menor resposta das células 
foliculares a ação do FSH exógeno 

aplicado. De acordo com Guzeloglu et al. 

(2001), em condições de estresse calórico, o 
número de células da granulosa viáveis nos 

folículos são reduzidos. Além disso, o 

estresse calórico também inibe o 

desenvolvimento folicular através da 
redução do número de receptores de FSH 

nas células da granulosa de folículos em 

crescimento, ocasionando a diminuição dos 
níveis de estrogênio, e aumento da atresia 

folicular (Shimizu et al., 2005). Essa seria 

uma possível explicação para menor média 

de folículos visualizados no grupo de 

ovelhas estressadas por calor durante a 
primeira seção de estimulação/aspiração 

(Tabela 3). 

 
Ozawa et al. (2005) verificaram que o 

estresse térmico por calor durante a fase de 

recrutamento folicular, compromete 
severamente o crescimento de folículos de 

tamanho médio (3,5 – 5 mm) até a 

ovulação, e que esses efeitos estão 

associados à redução do número de 
receptores de LH e da atividade de síntese 

de estradiol, pela supressão da atividade da 

aromatase nos folículos de cabras expostas 
a estresse térmico (36°C e 70% de 

umidade). 

 
Experimento com cultura de células 

foliculares de bovinos reduziu a produção 

de esteróides, quando colocadas em 

temperaturas elevadas (Wolfenson et al., 
1997; Bridges et al., 2005). A produção de 

esteróides por células da teca e granulosa 

cultivadas também foram baixas, quando 
estas células foram obtidas a partir de vacas 
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expostas ao calor durante 20-26 dias antes 
da coleta (Roth et al., 2001). 

  

A maior população de folículos grandes na 

primeira estimulação, quando comparado a 
segunda e a terceira estimulações (Tabela 

7), pode ser explicada pelo protocolo de 

sincronização utilizado, onde a população 
folicular existente, e a fase da onda 

crescimento folicular no início do 

tratamento com as gonadotrofinas eram 

desconhecidas. Como a ação do FSH 
exógeno aplicado não faz diferenciação 

entre os folículos a serem recrutados e 

aqueles que já iniciaram a onda de 
crescimento folicular, este acaba 

estimulando o crescimento dos dois tipos de 

folículos, tendo como consequência, maior 
numero de folículos grandes, no momento 

da primeira aspiração. Isso, porque o FSH 

exógeno tem como função, anular a 

supressão do folículo dominante sobre os 
subordinados. 

 

O hormônio folículo-estimulante (FSH), 
quando usado para a indução de múltiplas 

ovulações em ovelhas, geralmente é 

administrado em doses fracionadas, duas 
vezes ao dia, durante os últimos três ou 

quatro dias do tratamento com 

progestágeno (Baril et al., 1993). Este 

fracionamento é necessário por causa da 
meia-vida curta do FSH. Os protocolos 

estimulatórios que combinam alta dose (60-

80 mg) de FSH acompanhada por baixa 
dose (200-300 UI) de eCG, administradas 

num mesmo momento, proporcionam 

desenvolvimento folicular e quantidade de 

oócitos colhidos similar àqueles obtidos em 
resposta a múltiplas injeções de FSH 

isoladamente (Batt et al., 1993; Baldassarre 

et al., 1996). Assim, a alta dose de FSH 
aplicada realiza o recrutamento folicular, 

mas não sustenta o desenvolvimento dos 

folículos ainda responsivos ao FSH 
(Stubbings et al., 1993). Então entra o eCG, 

cuja meia-vida de ação é longa (Hafez, 

1995), possibilitando a continuação do 

crescimento folicular iniciado pela alta dose 

de FSH. A utilização da aplicação em dose 
única ao invés das múltiplas e fracionadas é 

preferível devido a sua praticidade, uma vez 

que os resultados finais são semelhantes. 

No grupo conforto, as porcentagens de 
folículos pequenos e médios foram 

semelhantes tanto na segunda, quanto na 

terceira seção, e entre elas. Isso mostra, que 
o recrutamento de folículos, estimulados 

pela aplicação exógena de FSH, não foi 

influenciado pelas repetidas seções de 

estimulação/aspiração. 
 

O tempo entre a estimulação ovariana e o 

momento da aspiração folicular é outro 
fator determinante, melhores resultados são 

obtidos quando a aspiração dos folículos 

ocorre 36-48 horas após a aplicação de 
gonadotrofina, sem remover o dispositivo 

vaginal de liberação de progesterona, que 

bloqueia a ovulação (Baldassare et al., 

2002, 2003; Morton et al., 2005; Freitas e 
Melo, 2010).  

 

Recuperação dos complexos cumulus-

oócito (CCOs) 

 

Neste experimento, não houve diferença na 
taxa de recuperação de oócitos entre 

ovelhas do grupo conforto e calor (P 

>0,05), com taxas médias de recuperação 

total de 54,8% x 51,0%, respectivamente. 
Todavia, dentro do grupo de ovelhas sob 

estresse calórico, a taxa de recuperação de 

CCOs obtida na primeira aspiração foi 
menor que na terceira aspiração. Esta 

diferença pode estar relacionada à maior 

proporção de folículos grandes na primeira 

seção de aspiração, comparadas a segunda e 
terceira. Folículos grandes, pré-ovulatórios 

(>5mm), necessitam de maior pressão de 

aspiração e cânula de aspiração de maior 
diâmetro, uma vez que, sob estímulo 

gonadotrófico, próximo à ovulação, ocorre 

síntese de uma matriz extracelular rica em 
ácido hialurônico pelas células do cumulus, 

a qual confere ao fluido folicular aspecto 

viscoso, dificultando a passagem do CCOs 

em cânulas de menor diâmetro e sob baixa 
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pressão de aspiração (Crocomo et al., 
2012).  

 
Tabela 6. Efeito da sequência de aspiração na 

taxa de recuperação dos CCOs aspirados por 

videolaparoscopia de ovelhas Santa Inês 

mantidas em duas condições ambientais 

(conforto e calor) em câmara climatizada 

TR 
Tratamentos 

Conforto Calor 

1ª Asp. 51,4 (57/111) 39,1 (27/69)b 

2ª Asp. 54,9 (50/91) 51,9 (42/81)ab 

3ª Asp. 58,9 (53/90) 59,6 (53/89)a 

Percentagens seguidas de mesma letra 

minúscula na coluna e maiúscula na linha, não 

diferem estatisticamente pelo teste de Qui-

quadrado a 5% de probabilidade. TR = taxa de 

recuperação; Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; 

Calor = 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

A média de complexos cumulus-oócito 
(CCOs) aspirados na primeira seção de 

aspiração dos animais submetidos ao 

tratamento calor foi menor que a média de 
CCOs aspirados nos animais do tratamento 

conforto (P <0,05), na mesma seção de 

aspiração (Tabela 7). Além disso, no grupo 
de ovelhas sob estresse calórico, a média de 

CCOs obtidos na primeira aspiração foi 

menor que na terceira aspiração. Esta 

menor média de CCOs recuperados pelo 
grupo calor na primeira aspiração pode ser 

justificada por duas respostas encontradas 

neste trabalho. Menor média de folículos 
aspirados (Tabela 3), e menor taxa de 

recuperação (Tabela 6) nas ovelhas do 

grupo calor, quando comparada as ovelhas 

do grupo conforto ou aspiradas na última 
seção de aspiração. 

 

Resultados obtidos em estudos atuais, 
utilizando a aspiração por laparoscopia ou 

videolaparoscopia após a administração em 

dose única de FSH/eCG foram semelhantes 
aos encontrados neste trabalho, com médias 

de 11,4 a 16,3 folículos aspiráveis por 

ovelha, e taxas de recuperação de 

CCOs/folículos aspirados entre 50% e 87% 
(Morton et al., 2005; Gibbons et al., 2007; 

Basso, 2008; Max, 2011 e Lahoz et al., 

2013). O trabalho com maior taxa de 
recuperação foi o descrito por Max (2011). 

Porém, essa diferença de resultados 

provavelmente deve ser relativa ao uso de 

técnicas e equipamentos distintos, não 
sendo possível, portanto, fazer uma 

comparação fiel entre as taxas obtidas nos 

experimentos. 
 
Tabela 7. Efeito da sequência de aspiração na 

média do número de CCOs obtidos por 

aspiração videolaparoscópica de ovelhas Santa 

Inês mantidas nas duas condições ambientais 

(conforto e calor) em câmara climatizada 

Ordem de 

Aspiração 

Tratamentos 

Conforto Calor 

1ª Asp. 8,1 ± 2,8
A
 4,0 ± 1,5

Bb
 

2ª Asp. 7,1 ± 3,4 6,0 ± 4,0 ab 

3ª Asp. 7,6 ± 2,2 7,6 ± 2,9 a 

As médias seguidas de letras diferentes 
minúscula na coluna e maiúscula na linha 

diferem pelo teste de Tukey (P <0,05). Conforto 

= 24,4 °C e UR de 68%; Calor = 35,4 °C e UR 

de 67,4%. 

 

O fluxo e a pressão de aspiração, 

mensurados por mL água/ minuto e mmHg, 
respectivamente, consistem em importantes 

aspectos físicos da aspiração folicular com 

agulha acoplada à bomba a vácuo e estão 
diretamente relacionados à eficiência da 

recuperação de CCOs (Crocomo et al., 

2012). As pressões de aspiração com 
bomba a vácuo consideradas ótimas para 

ovelhas, variaram de 50 a 70 mmHg 

(Baldassarre et al., 2003). Pressões mais 

baixas (25 mmHg) resultam em menores 
taxas de recuperação, enquanto que 

pressões mais altas (100 mmHg), resultam 

em maiores taxas de recuperação, contudo, 
menor proporção de CCOs de boa 

qualidade (Alberio et al., 2002 e Morton et 

al., 2008). 
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CONCLUSÕES 

 

O estresse calórico em ovelhas Santa Inês 

promove redução do número de folículos 

aspiráveis e da taxa de recuperação de 
complexos cumulus-oócito na primeira 

seção de aspiração. 

 
O estresse calórico e o número de 

repetições de aspiração em ovelhas Santa 

Inês também reduz o número de folículos 

em crescimento a cada repetição de 
aspiração semanal, levando ao surgimento 

de maior proporção de folículos pequenos a 

partir da terceira seção de aspiração. 
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CAPÍTULO 3 

 

Efeito do estresse calórico materno na qualidade e capacidade de maturação in 

vitro de oócitos de ovelhas Santa Inês 
 

 

RESUMO 

 

Com a finalidade de avaliar a qualidade dos complexos cumulus-oócito e a capacidade de 
maturação in vitro de complexos cumulus-oócito (CCOs) de ovelhas Santa Inês mantidas em 

condições climáticas de conforto e estresse calórico em câmara climatizada. Os CCOs 

recuperados em três seções de aspiração de sete ovelhas em condições de conforto e sete em 
condições de estresse calórico foram avaliados pelo teste de TUNEL ou maturados in vitro. Não 

houve diferenças (P >0,05) entre tratamentos (conforto e calor) para os percentuais de CCOs 

viáveis a maturação (grau I e II), em apoptose (TUNEL-positivo), percentual de oócitos que 

atingiram migração total dos granulos corticais e que chegaram ao estádio de metáfase II.  
Concluindo, o estresse calórico de 35°C e 68% de UR durante a fase de recrutamento folicular, 

não prejudica a qualidade dos complexos cumulus-oócito a maturação in vitro e a incidência de 

apoptose em oócitos de ovelhas Santa Inês. 
 

Palavras Chave: apoptose, estresse calórico, oócitos, ovinos 

 
 

ABSTRACT 

 

In order to evaluate the quality of cumulus-oocyte complexes and the ability of in vitro 
maturation of cumulus-oocyte complexes (COCs) of Santa Inês ewes kept in a climate of 

comfort and heat stress in a climatic chamber. The COCs recovered in three sections suction 

seven sheep in conditions of comfort and seven conditions of heat stress were assessed by 
TUNEL assay or in vitro maturation. There were no differences (P> 0.05) between treatments 

(comfort and heat stress) for the percentage of viable COCs maturation (grade I and II), 

apoptosis (TUNEL-positive), percentage of oocytes that reached full migration of cortical 
granules and reached the metaphase II stage. In conclusion, heat stress of 35 °C and 68% RH 

during the follicular recruitment, does not affect the quality of the cumulus-oocyte maturation in 

vitro and the incidence of apoptosis in oocytes of Santa Inês ewes. 

 
Keywords: apoptosis, heat stress, oocyte, sheep 

 

INTRODUÇÃO 

 
A produção in vitro de embrião surgiu 

como uma biotecnologia promissora na 

multiplicação de animais de alto valor 

genético, uma vez, que permitiu a 
otimização das fêmeas doadoras de oócitos 

e o aumento da quantidade de embriões 

produzidos, tornando-se uma alternativa às 

técnicas invasivas de recuperação de 

embriões in vivo (Traldi, 2008). 
 

Esta técnica envolve a coleta dos 

complexos cumulus-oócito, maturação e 

fecundação dos oócitos in vitro até o cultivo 
embrionário em condições laboratoriais. 

Contudo, o sucesso dessa biotecnologia 

depende, principalmente, da qualidade dos 
oócitos utilizados e sua capacidade de 
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maturação. Essas estão diretamente 
relacionadas à presença e integridade das 

células do cumulus e a capacidade de 

retomar e completar a divisão meiótica 

(Sirard et al., 2006). 
 

O processo de maturação do oócito in vitro 

é considerado uma etapa crucial, uma vez 
que o potencial de desenvolvimento 

oocitário e embrionário está diretamente 

relacionado à adequada maturação 

citoplasmática e nuclear. A exposição dos 
oócitos durante a maturação a temperaturas 

elevadas (choque térmico), no estádio de 

vesícula germinal (Payton et al., 2004) ou 
durante os primeiros estádios de maturação 

(Roth e Hansen, 2005) interfere nos 

processos de maturação destes, ocasionando 
redução da capacidade de fertilização e 

subsequente desenvolvimento. Além disso, 

o estresse térmico calórico pode aumentar a 

proporção de oócitos que expressam alta 
atividade de caspase e fragmentação 

nuclear, determinada pela técnica TUNEL 

(Roth e Hansen 2004a, b). Soto e Smith 
(2009) relataram que o choque térmico 

durante a maturação (41°C, 22 h) aumenta a 

proporção de oócitos com cromatina 
TUNEL-positiva. 

 

Neste contexto, este experimento teve como 

finalidade avaliar a qualidade dos 
complexos cumulus-oócito e a capacidade 

de maturação in vitro após serem 

puncionados de ovelhas Santa Inês, 
mantidas nas condições de conforto e 

estresse calórico em câmara climatizada.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local, obtenção e classificação dos 

complexos cumulus-oócito 

 

Este experimento foi realizado no 

Laboratório de produção in vitro de 
embriões do Setor de Reprodução Animal 

da Escola de Veterinária da UFMG. Para 

realização deste experimento foram 

utilizados os complexos cumulus-oócito 

(CCOs) recuperados no experimento 
anterior (Capítulo 2). Estes CCOs foram 

avaliados com auxílio de 

estereomicroscópio (Nikon
®
) quanto às 

características das células do cumulus e 
ooplasma, e classificados de acordo com 

Morton et al. (2005) em: 

 
Grau I: Oócito com mais de três camadas 

compactas de células do cumulus e 

citoplasma homogêneo e uniformemente 

granulado; 
Grau II: Oócito com duas a três camadas 

de células do cumulus e citoplasma 

homogêneo e uniformemente granulado; 
Grau III: Oócito com uma camada 

incompleta de células do cumulus ou 

poucas células do cumulus, e citoplasma 
homogêneo; 

Desnudo: Oócitos desprovidos de células 

do cumulus, e citoplasma homogêneo, e 

Degenerado: Oócito com cumulus 
expandido, com alterações morfológicas no 

ooplasma (vacúolos) e na zona pelúcida ou 

com ooplasma heterogêneo. 
 

Detecção do índice apoptótico (TUNEL) 

 
Para detecção do número de oócitos em 

apoptose foi utilizando kit específico 

DeadEnd
TM

 Fluorometric Tunel System® 

(Promega, Madison – EUA), adaptado da 
metodologia descrita por Paula-Lopes e 

Hansen (2002). 

 
Para a realização deste procedimento, os 

oócitos foram fixados em paraformaldeído 

a 4% e mantidos a 4°C por 25 minutos. 

Posteriormente, foram lavados em solução 
de PBS com BSA (0,1%) e permeabilizados 

em solução de Triton a 2%. Uma nova 

lavagem dos oócitos foi realizada com 
solução de PBS com BSA e esses foram 

colocados em tampão de equilíbrio. Os 

oócitos foram então incubados em solução 
de enzima rTdT (Terminal 

Deoxynucleotidyl Transferase recombinant) 

adicionada de Mix de Nucleotídeos a 37°C. 

Alguns oócitos foram separados para 
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controle positivo e negativo da técnica. 
Todos os oócitos (testes, controle positivo e 

negativo) foram lavados em SSC2X, em 

solução de PBS com BSA e colocados 

sobre lâmina histológica. As lâminas foram 
coradas com DAPI e cuidadosamente 

recobertas com lamínulas plásticas. 

 
Os oócitos foram examinados em 

microscopia de fluorescência (200X) 

(Motic BA400, Motic Instruments Inc., 

Richmond, Canada) utilizando-se filtro 
DAPI (350-460 nm) e filtro FITC (480-535 

nm). Desta forma, duas imagens (uma no 

DAPI e outra no FITC) foram obtidas de 

cada oócito. No filtro DAPI foi observada a 
cromatina dos oócitos e no FITC a 

cromatina corada em verde, considerada 

apoptótica. O índice apoptótico foi obtido 
pela proporção de oócitos com a cromatina 

apoptótica em relação ao número total de 

oócitos. 

 
 

 
Figura 1. Oócitos com a cromatina marcada por DAPI (A, C, E); oócitos com fragmentação de DNA 

marcado com a enzima Terminal Deoxynucleotidyl Transferase recombinant conjugada ao FITC (B, F); 

oócito sem marcação da enzima Terminal Deoxynucleotidyl Transferase recombinant conjugada ao FITC. 
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Maturação in vitro (MIV) dos oócitos 

 

Após classificação, os complexos cumulus-

oócito de graus I ou II de cada grupo 

experimental (conforto e calor) foram 
submetidos ao processo de maturação in 

vitro (MIV) em meio apropriado 

(Maturação Ovina In Vitro Brasil
®
, Mogi 

Mirim, Brasil) em incubadora a 38,5C com 

5% de CO2, em ar e umidade saturada, por 
um período de 22 a 24 horas.  

 

 

 

 

Avaliação da maturação oocitária 

 

Após o período de incubação, todos os 

CCOs foram avaliados, sob 

estereomicroscópio quanto ao grau de 
expansão das células do cumulus, 

classificados e quantificados em 3 

categorias: expansão total das células do 
cumulus; expansão parcial do cumulus e 

ausência de expansão do cumulus. Esta 

avaliação visou examinar o efeito do 

ambiente climático sobre as células do 
cumulus e a relação entre a expansão do 

cumulus e maturação nuclear. 

 

 
Figura 2. Estádios de maturação nuclear dos oócitos: (VG) Vesícula Germinativa; (QVG) Quebra da 

Vesícula Germinativa; (M-I) Metáfase I; (M-II) Metáfase II. 

 

Para determinação do estádio de maturação 
nuclear e citoplasmática os complexos 

cumulus-oócito foram desnudados (solução 

de hialuronidase 2 % em PBS Ca
++

 free a 

38,5ºC por 5 minutos), fixados 
(Paraformoldeído a 4% em PBS por 30 

minutos à temperatura ambiente) e 
armazenados a 4ºC em solução de bloqueio 

– SB (PBS com 1mg/mL de BSA, 100mM 

de glicina e 0,2% de azida de sódio) para 

posterior avaliação. 
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Posteriormente, os oócitos foram 
permeabilizados em solução de bloqueio  

com a adição de 0,1% de Triton X-100 por 

5 minutos a 38ºC. Estes oócitos então foram 

incubados (38ºC) com 100 µg/mL de 
peanut aglutinin conjugado a isotiocianato 

de fluoresceína (FITC-PNA, Sigma®) em 

SB por 30 minutos. Em seguida foram  
lavados em SB três vezes (5 minutos cada 

vez), montados em lâmina com 10 µg/mL 

de Hoechst 33342 diluído em 10% de PBS 

e 90% de glicerol. 
 

A visualização foi feita em microscópio de 

epifluorescência com filtro de excitação BP 
330-385nm com barreira de 420nm para 

avaliação do estádio nuclear, e BP 335nm 

com barreira de 515nm para avaliação da 
distribuição de grânulos corticais no interior 

dos oócitos, de acordo com as adaptações 

da metodologia descrita por Cherr et al. 

(1988). 
 

A classificação da maturação citoplasmática 

foi avaliada baseada na distribuição dos 
grânulos corticais no citoplasma do oócito, 

como segue: 

 
Imaturo: Grânulos corticais distribuídos 

uniformemente por todo o citoplasma; 

 

Maturação parcial: Grânulos corticais 
dispersos no citoplasma e também na região 

periférica do oócito, próximos à membrana 

plasmática; 
 

Maturação completa: Grânulos corticais 

dispersos somente na periferia do oócito, 

próximos à membrana plasmática. 

 

Já a classificação do estádio de maturação 

nuclear foi realizada com base na 
morfologia do DNA (Figura 2): 

 

Vesícula Germinativa (VG): presença de 
núcleo vesicular com cromossomos pouco 

condensados; 

 

Quebra da Vesícula Germinativa (QVG): 
cromossomos apresentam algum grau de 

condensação com dispersa distribuição, 

porém ainda com núcleo de aspecto 

vesicular; 
 

Metáfase-I (M-I): cromossomos atingem 

grau mais avançado de condensação, não 
sendo possível a visualização individual dos 

cromossomos; 

 

Metáfase-II (M-II): apresentam um grupo 
denso de cromossomos formando o 

primeiro corpúsculo polar e outro grupo, 

mais afastado, caracterizado pela placa 
metafisária; 

 

D/NI: degenerados ou não passíveis de 
identificação. 

 

 

Análises Estatísticas 

 

Todas as variáveis avaliadas foram 

analisadas através de tabelas de 
contingência, aplicando-se o teste de Qui-

quadrado, com nível de significância de 

5%. Para a realização das análises 
estatísticas foi utilizado o programa 

GraphPad Prism 5.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Classificação dos complexos cumulus-

oócito 
 

Neste experimento, os tratamentos 

climáticos exerceram efeitos sobre a 

proporção de CCOs grau I (um) e II (dois), 
com maior proporção de CCOs grau I no 

grupo de ovelhas que estavam em conforto, 

e maior proporção de CCOs grau II no 
grupo que estava sobre calor (P < 0,05). Já 

as proporções de CCOs grau III (três), 

desnudos e degenerados, não tiveram 
diferença entre os tratamentos climáticos (P 

< 0,05), como podemos ver na tabela 1. 
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Tabela 1. Qualidade dos CCOs aspirados das 

ovelhas Santa Inês mantidas nas condições de 

conforto e calor em câmara climatizada 

Classificação 

dos COCs 

Tratamentos 

Conforto (n) Calor (n) 

Grau – I 34,1% (70)a 19,0% (33)b 

Grau – II 32,7% (67)b 47,7% (83)a 

Grau – III 20,0% (41) 19,0% (33) 

Desnudos 5,4% (11) 2,9% (5) 

Degenerado 7,8% (16) 11,4% (20) 

Total 100% (205) 100% (174) 

Percentagens seguidas de letras diferentes na 

mesma linha diferem estatisticamente pelo teste 

de Qui-quadrado (P <0,05). Conforto = 24,4 °C 

e UR de 68%; Calor = 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

Quando os CCOs foram classificados 
apenas como viáveis (grau I e II) e não 

viáveis (grau III, desnudos e degenerados), 

não houve diferença (P > 0,05) entre as 
proporções de CCOs obtidos das ovelhas 

que estavam nos tratamentos conforto e 

calor (Tabela 2). 

 
Tabela 2. Classificação quanto à viabilidade 

para maturação dos CCOs (grau I e II) aspirados 

das ovelhas Santa Inês mantidas nas condições 

ambientais de conforto e calor em câmara 

climatizada 

Classificação 

dos CCOs 

Tratamentos 

Conforto (n) Calor (n) 

Viáveis  
66,8% 

(137/205) 

66,7% 

(116/174) 

Não viáveis  
33,2% 

(68/205) 

33,3% 

(58/174) 

Não houve diferença entre os tratamentos (P 

>0,05). Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor 

= 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

A adequada seleção dos CCOs permite 

aumentar as taxas de maturação in vitro, 
diminuindo as variações nos resultados. 

Quando se utiliza oócitos cobertos com três 

ou mais camadas de células do cumulus 
completas e aderidas ou com cumulus 

intacto, com ooplasma homogêneo e sem 

grânulos rugosos é possível conseguir 
melhores resultados do que com cumulus 

incompleto ou expandido (Yang  et al., 

1990). Contudo, em ovinos, o emprego dos 
CCOs na maturação in vitro, não obedece a 

um critério rígido, variando desde aqueles 

com cumulus compacto até os que 

apresentam poucas camadas completas de 
células do cumulus (Izquierdo et al., 1999). 

 

Essas células são responsáveis por diversas 
funções, dentre elas, a regulação da 

maturação oocitária, estando envolvidas 

tanto no bloqueio, quanto no reinício da 

divisão meiótica e na progressão da 
maturação citoplasmática (Tanghe et al., 

2002). Além disso, essas células também 

garantem a nutrição do oócito através da 
transferência de nutrientes, íons, 

nucleotídeos, e aminoácidos pelas junções 

“gap” comunicantes ( andolfi et al., 2005). 
 

Apoptose por fragmentação de DNA 

(TUNEL) 

 
A porcentagem de oócitos em vesícula 

germinativa (sem maturação) com apoptose 

por fragmentação do DNA (TUNEL-
positivo) não foi afetada pelos tratamentos 

ambientais (P >0,05), quando a proporção 

de oócitos TUNEL-positivo foi 15,5% nas 
condições de conforto e 25,8% no estresse 

calórico.  

 
Tabela 3. Percentual de oócitos em apoptose 

(TUNEL-positivo) dos CCOs aspirados por 
videolaparoscopia de ovelhas Santa Inês 

mantidas em duas condições ambientais 

(conforto e calor) em câmara climatizada 

Oócitos 
Tratamentos 

Conforto(n) Calor (n) 

Tunel Negativo 
84,5% 

(49/58) 

74,2% 

(43/58) 

Tunel Positivo 
15,5%  

(9/58) 

25,8% 

(15/58) 

Não houve diferença entre os tratamentos (P > 

0,05);Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor = 

35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

Chaves et al. (2011), também não 
encontraram diferenças na proporção de 

oócitos de cabra em apoptose, durante o 

estágio de vesícula germinativa (não 
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maturados), entre os períodos seco e 
chuvoso do estado de Pernambuco. A 

porcentagem de oócitos apoptóticos 

(TUNEL-positivo) encontrada por eles foi 

de 10,86% no período seco e 9,08% no 
chuvoso. 

 

Segundo Roth e Hansen (2004a), apenas 
uma pequena fração dos oócitos expostos a 

altas temperaturas do ambiente 

desenvolvem mudanças apoptóticas, pois 

existem diversos componentes inter e 
intracelulares que definem se um oócito 

pode reagir a estas agressões naturais do 

ambiente. Além disso, as células do 
cumulus parecem ter um papel fundamental 

na proteção dos oócitos contra apoptose 

induzida por estresse oxidativo (Tatemoto 
et al., 2000). Entretanto, quando Hoth e 

Hansen (2004b) pesquisaram a competência 

de desenvolvimento e resistência de oócitos 

bovinos a condições de estresse térmico, 
evidenciaram que as altas temperaturas do 

ambiente, mesmo que dentro de intervalos 

fisiológicos, podem ser um estímulo à 
morte celular programada em oócitos de 

mamíferos. 

 
Para Van Blerkom e Davis (1998), a 

fragmentação do DNA celular nos oócitos 

nem sempre é resultado da ativação da 

cascata de caspase. Sendo assim, é possível 
que as variações térmicas do corpo 

materno, provocada pelas temperaturas 

ambientais dos tratamentos não tenham sido 
suficientes para induzir níveis de 

fragmentação na cromatina para produzir 

um complemento total de mudanças 

associadas a apoptose que possam ser 
observadas nas células nessas condições, 

independente da temperatura ambiental 

imposta. 
 

Maturação oocitária 

 
Considerando os dados contidos na tabela 

4, pode-se verificar que o percentual de 

complexos cumulus-oócito (CCOs) com 

expansão das células do cumulus após a 

maturação in vitro, não foi diferente entre 
os CCOs obtidos das ovelhas que estavam 

em condições ambientais de conforto e 

calor (P > 0,05). 

 
Tabela 4. Expansão das células do cumulus dos 

CCOs de ovelhas Santa Inês mantidas em duas 

condições ambientais (conforto e calor) em 

câmara climatizada, após 22-24 horas de cultivo 

in vitro 

Expansão 
Tratamentos 

Conforto (n) Calor (n) 

Total 51,9% (41/79) 51,7% (30/58) 

Parcial  30,4% (24/79) 31,0% (18/58) 

Ausente  17,7% (14/79) 17,3% (10/58) 

Não houve diferença entre os tratamentos (P > 

0,05); Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor 

= 35,4 °C e UR de 67,4%. 

 

As células do cumulus correspondem a um 
grupo de células da grânulosa que 

circundam o oócito e com o qual 

estabelecem íntima comunicação através 
dos complexos juncionais, também 

conhecidos como junções gap comunicantes 

(GJCs). Esta íntima associação entre as 

células do cumulus e o oócito se forma e se 
mantém durante o crescimento folicular e 

desenvolvimento do oócito.Nos oócitos 

imaturos, ou seja, que ainda não 
completaram os processos de maturação 

nuclear e citoplasmática, a manutenção da 

integridade das células do cumulus e das 
junções gap comunicantes é indispensável 

para o progresso do desenvolvimento 

oocitário e aquisição de competência para 

finalizar a maturação e sustentar os 
posteriores processos de fertilização e 

desenvolvimento embrionário (Hyttel et al., 

1989; Shimada e Terada, 2002). 
 

 A quebra das junções “gap” comunicantes 

entre as células do cumulus e o oócito está 

diretamente relacionada ao reinício 
meiótico oocitário e é decorrente da 

expansão do cumulus (Motlík et al., 1986), 

caracterizada pela síntese e secreção de 
ácido hialurônico por estas células, o qual 
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se deposita entre os espaços intercelulares 
(Ball et al., 1982). Por essa razão, a 

expansão do cumulus pode ser considerada 

um indicativo de que os oócitos já 

reiniciaram o processo de maturação 
nuclear. 

 

Quando se realiza a maturação dos oócitos 
in vitro, a expansão das células cumulus 

começa a ser visível a partir de 12 horas de 

maturação (Sutovsky et al., 1993). A 

presença considerável de 
glicosaminoglicanos nas células do 

cumulus, impede a ação do estresse 

oxidativo dos radicais livres sobre os 
oócitos, evitando a redução na taxa de 

maturação e clivagem (Luvoni et al., 1996), 

e do choque térmico que bloqueia a síntese 
das proteínas  do choque térmico (HSP-70) 

que protege os oócitos durante a maturação 

in vivo e in vitro (Edwards e Hansen, 1996).  

 
A expressão de HSP-70 ocorre 

constitutivamente em vários tipos celulares, 

inclusive nas células do cumulus, e tem sua 
expressão aumentada quando as células são 

expostas a agentes estressores como o calor 

e o estresse oxidativo (Luft e Dix, 1999). 
Esta proteína é capaz de estabilizar 

proteínas e organelas intracelulares, além de 

inibir a apoptose celular. 

 
Assim como os CCOs obtidos das ovelhas 

dos grupos conforto e calor, não 

apresentaram diferenças na expansão das 
células do cumulus, os mesmos também 

não apresentaram diferenças no percentual 

de maturação citoplasmática (Tabela 5), 

verificada por migração completa dos 
grânulos corticais, entre as temperaturas de 

conforto e calor. 

 
Wang et al. (2009), verificando os efeitos 

do choque térmico na maturação in vitro de 

oócitos de camundongos, registraram que a 
maturação citoplasmática (migração dos 

grânulos corticais e das mitocôndrias) foi 

prejudicada quando maturados a 40 ºC, 

enquanto que a maturação nuclear 

(desenvolvimento até o estádio de metáfase 
II) não foi afetada até a temperatura de 40,7 

ºC. Segundo os mesmos autores, tais 

resultados demonstram que a maturação 

citoplasmática do oócito é menos tolerante 
ao estresse térmico que a maturação 

nuclear. Entretanto, no presente 

experimento, o estresse provocado pelo 
tratamento calor (35,4 °C e UR de 67,4%) 

não elevou a temperatura corporal a 40°C. 

A temperatura retal máxima aproximou-se 

de 39,3 °C (38,7 ± 0,6 °C, Tabela 2, 
Capítulo 2), o que possivelmente não 

causou estresse suficiente para promover 

diferenças entre os tratamentos. 
 
Tabela 5. Maturação citoplasmática (migração 

dos grânulos corticais) dos oócitos de ovelhas 

Santa Inês mantidas em duas condições 

ambientais (conforto e calor) em câmara 

climatizada, após 22-24 horas de cultivo in vitro 

Maturação 

Citoplasmática 

Tratamentos 

Conforto(n) Calor (n) 

Completa 
47,2% 

(25/53) 

48,0% 

(24/50) 

Parcial  
30,2% 
(16/53) 

32,0% 
(16/50) 

Imaturo 
22,6% 

(12/53) 

20,0% 

(10/50) 

Não houve diferença entre os tratamentos (P > 

0,05); Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor 

= 35,4 °C e UR de 67,4%; CG = Grânulos 

corticais. 

 

 
A maturação meiótica em oócitos de 

mamíferos é um processo complexo que 

envolve a reorganização coordenada tanto 
do citoesqueleto, quanto da cromatina. 

Conforme demonstrado em alguns estudos 

(Roth e Hansen, 2005 e Santos-Junior, 

2011), o choque térmico durante a 
maturação dos oócitos, podem prejudicar a 

retomada da meiose. Santos-Junior (2011), 

verificando o efeito do tempo de exposição 
(0, 3, 6, 12, 18 e 24 horas) ao choque 

térmico (41°C), na maturação in vitro de 

oócitos ovinos, obteve 70,7% de oócitos 
maturados (M-II) no grupo controle (zero 

hora), contudo, observou redução gradativa 
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no percentual de maturação dos oócitos à 
medida que o tempo de exposição ao 

choque térmico aumentava.  

 

Neste experimento, não foi evidenciada 
influência do estresse calórico materno das 

ovelhas nos percentuais de oócitos 

maturados in vitro que atingiram o estádio 
de M-II (P >0,05), ou outros estádios de 

maturação do oócito (Tabela 6). 

 

Chaves et al. (2011), investigando a 
influência dos períodos seco e chuvoso do 

agreste pernambucano na capacidade de 

maturação in vitro de oócitos de cabras, 
também não encontraram diferença entre os 

oócitos que atingiram o estádio de 

metáfase-II após a MIV. 

 
Tabela 6. Estádios de maturação nuclear dos 

CCOs de ovelhas Santa Inês em duas condições 

ambientais (conforto e calor) em câmara 

climatizada, após 22-24 horas de cultivo in vitro 

Estádios 
Tratamentos 

Conforto (n) Calor (n) 

M-II 77,9% (53/68) 72,0% (36/50) 

M-I 11,8% (8/68) 10,0% (5/50) 

QVG 7,4% (5/68) 10,0% (5/50) 

D/NI 2,9% (2/68) 8,0% (4/50) 

Não houve diferença entre os tratamentos (P > 

0,05). Conforto = 24,4 °C e UR de 68%; Calor 

= 35,4 °C e UR de 67,4%; M-II = Metáfase–II; 

M-I = Metáfase–I; QVG = Quebra da vesícula 

germinativa; D/NI = Degenerados/Não 
identificável. 

 

Trabalhos em outras espécies (bovinos, 

caprinos e ratos) têm mostrado que o 
choque térmico pode comprometer alguns 

eventos de maturação nuclear e também 

citoplasmática, como a redistribuição dos 

grânulos corticais no citoplasma do oócito 
(Payton et al., 2004 e Wang et al., 2009), 

reorganização do citoesqueleto e a 

formação do fuso (Roth e Hansen, 2005 e 
Wang et al., 2009). Potencialmente, estas 

alterações podem levar a maturação nuclear 

incompleta (Roth e Hansen, 2005), e 

consequentemente, falhas na fertilização e 

formação de embriões anormais (Roth, 
2012). No trabalho de Roth e Hansen 

(2005), a maior parte dos oócitos que 

sofreram choque térmico (40 e 41°C) 

durante a maturação in vitro não chegaram 
ao estádio de M-II, sendo o 

desenvolvimento interrompido nos estádios 

anteriores. 
 

Os dados encontrados permitem inferir que 

o desconforto calórico do ITU 87 

promovido pela alta temperatura e umidade 
(35,4°C e 67% de UR), não foi suficiente 

para afetar a capacidade de maturação dos 

CCOs, uma vez que não houve diferença 
entre os tratamentos (conforto e calor) no 

percentual de CCOs com expansão de 

células do cumulus, no percentual de 
oócitos com migração completa dos 

grânulos corticais e no percentual de 

oócitos que atingiram o estádio de divisão 

meiótica de Metáfase-II. Possivelmente, as 
alterações encontradas nos parâmetros 

fisiológicos (capítulo anterior), podem 

indicar que as respostas frente ao estresse 
calórico compensaram a homeostasia das 

ovelhas e essas não tiveram reflexos nas 

respostas reprodutivas. 
 

CONCLUSÕES 

 

As condições climáticas impostas pelo 
tratamento calor sobre os animais, na fase 

de recrutamento folicular, não prejudicam a 

qualidade dos complexos cumulus-oócito, a 
maturação in vitro e a incidência de morte 

celular programada (apoptose) dos oócitos 

das ovelhas Santa Inês. 
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CAPÍTULO 4 

 

Influência do sombreamento artificial sobre o conforto térmico e produção de 

embriões por superovulação de ovelhas mantidas a pasto em duas distintas épocas 

do ano 
 

 

RESUMO 
 

Com objetivo de avaliar a influencia do fornecimento de sombra artificial sobre as respostas 

fisiológicas e reprodutivas de ovelhas Santa Inês. Vinte e dois animais desta raça foram 
utilizados, 11 alojadas em piquetes com oferta de sombra artificial, e 11 em piquetes sem 

qualquer fonte de sombra. Estas foram submetidas a protocolo de superovulação e coleta de 

embriões, em duas diferentes épocas do ano (meses de maiores e menores temperaturas). A 

análise dos resultados encontrados demonstrou não haver diferença entre a presença ou ausência 
de sombra, ou entre as épocas do ano (P >0,05) para: número de ovelhas em estro, média de 

embriões e de embriões viáveis, percentagem de embriões viáveis e média de folículos 

anovulatórios. Contudo, foi encontrado maior média no número de ovulações para as ovelhas 
superovuladas nos meses de menores temperaturas (P <0,05). Concluindo, a presença de sombra 

artificial não altera a resposta a superovulação, e as condições climáticas mais desconfortantes 

dos meses mais quentes reduzem as taxas de ovulações de ovelhas Santa Inês. 

 
Palavras Chave: embrião, estresse calórico, ovinos, superovulação. 

 

 

ABSTRACT 

 

In order to evaluate the influence of providing artificial shade on the physiological and 
reproductive Santa Inês ewes. Twenty-two animals of this breed were used, housed in 11 

paddocks offer artificial shade, and 11 paddocks without any source of shade. These were 

subjected to superovulation protocol and collection of embryos in two different seasons (months 

of highest and lowest temperatures). The analysis of the results showed no difference between 
the presence or absence of shade, or between seasons (P> 0.05): the number of ewes in estrus, 

mean number of embryos and viable embryos, percentage of embryos and average anovulatory 

follicles. However, it has been found in the higher average number of ovulations in 
superovulated sheep for months lower temperatures (P <0.05). In conclusion, the presence of 

artificial shade does not alter the response to superovulation, and climatic conditions more 

discomforting the warmer months reduced ovulation rates of Santa Inês ewes. 
 

Keywords: embryo, heat stress, sheep, super-ovulation. 
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INTRODUÇÃO 

 

A criação de ovinos nos últimos anos tem 

se mostrado uma atividade de grande 

importância para algumas regiões do Brasil, 
com destaque para o nordeste, com 10,1 

milhões de cabeças em 2011, que é a região 

com maior participação do rebanho 
nacional (57,24%, IBGE). Este crescimento 

da ovinocultura está associado à maior 

disseminação de animais de raças 

deslanadas, principalmente nas regiões 
Centro-oeste e Sudeste. 

 

Nos sistemas de criação de ovinos, os 
animais encontram-se expostos a ação do 

meio que os rodeia. Nesse sentido, as 

condições climáticas existentes na região e 
o tipo de exploração requerem a escolha de 

raças mais adaptadas às condições 

ambientais locais, como a Santa Inês, que 

tem se destacado devido à boa 
adaptabilidade, prolificidade e rusticidade, 

aliadas à baixa susceptibilidade a endo e 

ectoparasitas (Cruz júnior, 2006). 
 

Sabe-se, que em situações de temperatura 

elevada, os animais manifestam certo 
desconforto fisiológico, vindo a modificar 

seus parâmetros clínicos naturais, na 

tentativa de manter a homeotermia. Nos 

ovinos, tem sido relatadas mudanças na 
temperatura retal, frequência respiratória e 

volume de ar inalado quando estes 

encontra-se sob efeito do estresse calórico 
(Quesada et al., 2001; Starling et al., 2002; 

Cezar et al., 2004). Esta espécie utiliza com 

muita eficiência o aumento da frequência 

respiratória, como forma de perda de calor. 
Segundo Starling et al. (2002), o 

mecanismo de perda de calor mais eficaz é 

o evaporativo, por não depender do 
diferencial de temperatura entre o 

organismo e a atmosfera. Essa eficiência 

em perder calor por via evaporativa tem 
permitido aos ovinos, adaptar-se muito bem 

a regiões de temperaturas elevadas. 

 

Os caminhos pelos quais o estresse calórico 
interfere na reprodução, ainda não são bem 

conhecidos. Entretanto, sabe se que o 

estresse calórico pode suprimir a secreção 

das gonadotrofinas e prejudicar a 
ciclicidade ovariana (Rivier e Rivest, 1991), 

e que o estresse térmico, pode influenciar 

na resposta superovulatória de ovelhas 
(Gordon, 1997; Gomes, 2011) e de vacas 

(Hansen et al., 2001) em programas de 

múltipla ovulação e transferência de 

embriões. Naqvi et al. (2004), mostraram 
que o estresse térmico durante a fase de 

desenvolvimento folicular, em ovelhas 

Bharat Merino superovuladas, levou à 
ovulação de oócitos com reduzida 

competência para desenvolver, afetando a 

qualidade do embrião. 
 

Diante das condições ambientais em que 

são criados os ovinos no Brasil e da 

escassez de informações a respeito de sua 
interferência sobre a reprodução de animais 

de raças nacionais, este estudo teve por 

objetivo avaliar a influência do 
fornecimento de sombra artificial sobre as 

respostas fisiológicas e reprodutivas de 

ovelhas Santa Inês, submetidas a protocolos 
de superovulação nos períodos de maiores e 

menores amplitudes térmicas do ano, na 

região do semiárido brasileiro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local, população experimental, manejo e 

alimentação 

 

O experimento foi conduzido nos meses de 

junho-agosto e outubro-novembro, no 
campo experimental de Bebedouro, 

localizado na Embrapa Semiárido, 

Petrolina-PE. Foram utilizadas 22 ovelhas 
da raça Santa Inês dispostas em dois 

tratamentos com 11 ovelhas cada.  

Os animais foram alojados em 24 piquetes 
de Tiffton 85 irrigados, sendo 12 para cada 

tratamento, todos dotados de bebedouros e 

saleiros móveis. A alimentação dos animais 

foi pastagem de Tiffton 85 e sal 
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mineralizado ofertados nos piquetes. Cada 
piquete teve tempo de ocupação de dois 

dias, e 22 dias de descanso. 

 

Os tratamentos consistiram no fornecimento 
ou não de sombra artificial aos animais, de 

modo que os animais do grupo com sombra 

tivessem a sua disposição 2,5m
2
/animal de 

sombreamento artificial móvel (tela preta 

de polipropileno com 80% de retenção 

luminosa), dentro do piquete. Já o grupo 

sem sombra, não tinha qualquer fonte de 
sombreamento artificial ou natural. 

 

O experimento foi conduzido em sistema de 
pastejo intermitente, de maneira que os dois 

grupos de animais passaram por todos os 

piquetes, permanecendo por igual período 
em cada um deles, recebendo assim, iguais 

condições de ambiente e manejo, salvo a 

oferta de sombra, que foi fornecida a apenas 

um grupo, motivo este que diferenciou os 
tratamentos. 

 

Obtenção das variáveis climáticas 

 

Os dados climatológicos da região foram 

obtidos através dos registros da estação 
climatológica de Petrolina, PE (latitude: 

09
0
09’, longitude: 40

0
22’ e altitude: 365,5 

m), pertencente à Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária (Embrapa-Semi-
Árido).  

 

Em cada área experimental (com ou sem 
sombra) foi instalado um termômetro de 

globo negro e um psicrômetro protegido 

por cerca na altura equivalente a da linha 

dorso lombar dos animais. A temperatura 
de bulbo seco (TBS), temperatura de bulbo 

úmido (TBU) e a temperatura de globo 

negro (TGN) de ambas as condições 
ambientais foram coletadas as sete e às 

quinze horas todos os dias durante todo o 

período experimental. 
 

A umidade relativa do ar (UR) em 

porcentagem e a temperatura de ponto de 

orvalho foram obtidas através da inserção 

dos dados de TBS e TBU de cada condição 
ambiental no programa Vaisala Humidity 

Calculator 2.2. 

 

O índice de temperatura de globo e 
umidade (ITGU) foi adotado como o índice 

de conforto térmico para a estimativa da 

situação de estresse ou não dos animais. 
Este foi calculado utilizando a seguinte 

fórmula:  

 

ITGU = TGN + 0,36Po + 41,5 
Onde: 

TGN = temperatura do termômetro de 

globo negro (°C); 
Po = temperatura do ponto de orvalho. 

 

Mensuração das variáveis fisiológicas 

 

Os parâmetros fisiológicos temperatura 

retal (TR) e frequência respiratória (FR) 

foram avaliadas nos turnos da manhã e da 
tarde (07h e 15h), duas vezes por semana, 

durante quatro semanas. Para a 

determinação da TR foi utilizado um 
termômetro digital clínico com precisão de 

± 0,1°C, introduzido no reto dos animais 

por um minuto. A FR foi obtida de forma 
exclusivamente visual, observando-se por 

30 segundos os movimentos respiratórios, 

com a visualização concentrada na região 

do flanco, realizada por três observadores. 
Destas contagens foi retirada uma média e 

posteriormente multiplicada por dois, 

totalizando o número de movimentos 
respiratórios por minuto (mov/min). 

 

Avaliação das respostas reprodutivas 

 
Após um período de 20 dias sob as 

condições experimentais (com ou sem 

sombra artificial), as ovelhas de cada 
tratamento foram submetidas ao protocolo 

de sincronização, superovulação e coleta 

dos embriões. 
 

Para a sincronização dos animais utilizou-se 

esponjas vaginais contendo 60 mg de 

acetato de medroxiprogesterona 
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(Progespon
®
) por 12 dias. A superovulação 

foi induzida com 200 mg (dose total) de 

hormônio folículo-estimulante (FSH) (NIH-

FSH-P1, Folltropin
®
) em seis doses 

decrescentes, administradas com intervalo 
de 12 horas, iniciando 48 horas antes da 

retirada da esponja vaginal. No primeiro dia 

do protocolo de superovulação, as fêmeas 
receberam juntamente com a primeira dose 

de FSH, 36,5µg de D-cloprostenol por via 

intramuscular (Veteglan
®

). Doze horas após 

a retirada das esponjas vaginais, as 
doadoras foram expostas a carneiros de 

fertilidade comprovada, a cada 4 horas até a 

detecção do estro, ou, até completar 24 
horas de observação, quando foram 

realizadas as primeiras coberturas por 

monta natural. A segunda cobertura foi 
realizada exatamente 24 horas após a 

primeira, também por monta natural. 

 

Seis dias após o início do estro, as ovelhas 
foram submetidas à laparoscopia, sob efeito 

de anestesia geral, para inspeção dos 

ovários e contagem do número de corpos 
lúteos (CL). Apenas as ovelhas que tinham 

quatro ou mais CL no somatório dos dois 

ovários foram submetidas aos 
procedimentos de coleta de embriões. 

 

As coletas dos embriões foram realizadas 

cirurgicamente através de uma incisão de 
aproximadamente oito cm na linha Alba, 

em posição cranial ao úbere. Após a 

exposição dos cornos uterinos, estes foram 
internamente lavados com auxílio de uma 

sonda de Foley n.10, um cateter Jelco n.18 

e 40 mL de solução de PBS (Phospated 

Buffered Saline). As estruturas coletadas 
foram avaliadas com auxílio de 

estereomicroscópio e classificadas de 

acordo com a International Embryo 
Transfer Society (IETS) (Robertson e 

Nelson, 1999). 

 
No momento da laparotomia e exposição 

dos cornos uterinos, a inspeção dos ovários 

e a contagem do número de corpos lúteos 

foram novamente realizadas, a fim de 

confirmar com exatidão o número de 
ovulações. 

 

Todas as mensurações e avaliações acima 

descritas foram realizadas com a mesma 
metodologia e nos mesmos animais em 

duas épocas distintas do mesmo ano, nos 

meses menos quentes (jun/ago) e nos meses 
mais quentes (out/nov). 

  

Análises estatísticas 

 
Este experimento foi realizado em um 

delineamento inteiramente casualizado, em 

esquema de parcelas subdivididas, com 
duas parcelas (piquetes com sombra e sem 

sombra) e duas subparcelas (épocas do 

ano), contendo 11 repetições. 
 

Os parâmetros fisiológicos e os dados 

climáticos foram verificados quanto à 

normalidade e homocedasticidade pelos 
testes de Lilliefors e Bartlett 

respectivamente, como apresentaram 

distribuição normal, foram submetidos à 
análise de variância (ANOVA), 

considerando-se a ocorrência dos erros (a) e 

(b), referentes à parcela e subparcelas, 
respectivamente. Os resultados obtidos 

tiveram suas médias comparadas pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. 

 
Dentre as respostas reprodutivas, as 

variáveis avaliadas: resposta à 

superovulação, taxa de recuperação 
embrionária, percentagem de embriões 

viáveis e estádio de desenvolvimento 

embrionário (mórula e blastocisto) foram 

analisadas pelo teste de Qui-quadrado, de 
acordo com a época do ano e condições 

ambientais. 

 
Já as variáveis: número de ovulações, 

estruturas recuperadas, oócitos, embriões e 

embriões viáveis foram verificadas quanto a 
sua normalidade e homocedasticidade pelos 

testes de Lilliefors e Bartlett, 

respectivamente, antes e após 

transformações logarítimica. Como não 



84 
 

apresentaram distribuição normal, mesmo 
após transformação, essas variáveis foram 

submetidas à análise não paramétrica, 

utilizando-se os testes de Kruskal-Wallis 

para as quatro condições testadas (dois 
ambientes em duas épocas), Wilcoxon para 

as épocas e Mann-Whitney para os 

tratamentos ambientais com e sem sombra. 
 

Para a realização das análises estatísticas 

foram utilizados os programas estatísticos 

ASSISTAT versão 3.6 Beta (2011) e 
GraphPad Prism 5. Para todas as 

comparações foi utilizado nível de 

significância de 5%. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Variáveis Climáticas 

 

A distribuição das médias das temperaturas 

do ar (Ta) ao longo do ano (Figura 1) 
correspondeu ao esperado com as médias 

dos anos anteriores, com temperaturas mais 

baixas nos meses de junho a agosto e 
temperaturas mais elevadas nos meses de 

outubro e novembro, motivos pelos quais, 

estas datas foram escolhidas para realização 
deste experimento. 

 
Figura 1. Médias mensais das temperaturas 

média (Ta), mínima (Tmin) e máxima (Tmax) 

do ar (°C) ao longo do ano na fazenda 

experimental. 

Nenhuma das variáveis climáticas 
estudadas (Ta, TGN, UR e ITGU) 

apresentou interação significativa (P >0,05) 

entre as médias dos tratamentos aplicados 

(com e sem sombra) e as épocas do ano 
estudadas em cada horário avaliado (Tabela 

1). 

 
As médias das variáveis climáticas Ta, 

TGN, UR e ITGU não foram diferentes 

entre os tratamentos ambientais no turno da 

manhã (07h), quando a radiação solar ainda 
exercia pouco efeito sobre os tratamentos. 

Já no turno da tarde (15h), as médias das 

Ta, TGN e do ITGU foram influenciadas 
pelo sombreamento artificial instalado nos 

piquetes, sendo menores (P <0,05) no 

tratamento com sombra (Tabela 1). A única 
variável que não sofreu influência do 

sombreamento nos piquetes foi a UR, a 

qual apresentou valores bem reduzidos 

neste turno, quando comparados com os 
valores do turno da manhã. 

 

Como esperado, as épocas escolhidas para a 
realização do experimento influenciaram 

diretamente as variáveis climáticas 

estudadas. Conforme observa-se na tabela 
1, as médias das Ta, TGN e dos ITGU nos 

meses out/nov foram superiores (P <0,05) 

às médias dos meses jun/ago nos dois 

turnos do dia. A única exceção entre as 
variáveis climáticas foi a UR, que sofreu 

influência das épocas estudadas apenas no 

turno da manhã, com média da UR do 
período jun/ago superior à média do 

período out/nov (P <0,05). 
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Tabela 1. Temperatura do ar (Ta), temperatura de globo negro (TGN), umidade relativa do ar (UR) e 

índice de temperatura de globo e umidade (ITGU) nos tratamentos (com e sem sombra) e nas épocas 

(jun/ago e out/nov), nos turnos da manhã (07 h) e da tarde (15 h) 

Variável Tratamentos Épocas 

 C/sombra S/sombra Jun/Ago Out/Nov 

 Manhã (07 h) 

Ta (°C) 23,6 ± 1,7 23,1 ± 1,7 22,0 ± 1,2b 24,7 ± 0,6a 

TGN (°C) 28,5 ± 2,8 29,1 ± 3,0 26,5 ± 1,4b 31,1 ± 1,8a 

UR (%) 75,6 ± 6,2 77,2 ± 4,1 79,1 ± 3,7a 73,7 ± 5,3b 

ITGU 76,7 ± 2,9 77,4 ± 3,3 74,5 ± 1,4b 79,6 ± 1,7a 

 Tarde (15 h) 

Ta (°C) 32,9 ± 3,1b 34,2 ± 3,1a 30,8 ± 1,4b 36,2 ± 1,6a 

TGN (°C) 36,2 ± 4,3b 46,7 ± 5,3a 37,2 ± 5,3b 45,6 ± 6,3a 

UR (%) 46,9 ± 3,7a 45,0 ± 5,3a 45,6 ± 4,0a 46,2 ± 5,2a 

ITGU 85,2 ± 5,7b 95,4 ± 6,4a 84,9 ± 5,6b 95,7 ± 5,8a 

As médias ± desvios padrões seguidos de letras diferentes nas linhas diferem pelo teste de Tukey, (P 

<0,05); Jun/Ago = época de menores temperaturas; Out/Nov = época de maiores temperaturas. 

 
O índice de temperatura de globo e 

umidade (ITGU) foi desenvolvido por 

Buffington et al. (1981), como uma 
alternativa à equação do índice de 

temperatura e umidade (ITU), levando em 

consideração, além dos efeitos da 

temperatura e da umidade relativa do ar, 
também os efeitos combinados da radiação 

solar direta e indireta e velocidade do vento. 

Segundo Ribeiro et al. (2008) e diversos 

outros autores que trabalharam com ovinos 

na região do semiárido nordestino, citados 

pelo mesmo autor (Cezar et al., 2004; 
Oliveira et al., 2005; Santos et al., 2006; 

Andrade et al., 2007), valores de ITGU 

acima de 78 são considerados como fora da 

zona de conforto térmico para ovinos, 
apesar de ainda não ter classificação 

definitiva, principalmente com animais 

nativos da região.  
 

 

Figura 2. Média dos índices de temperatura de globo e umidade (ITGU) nas diferentes condições 

ambientais (com e sem sombra) e nas diferentes épocas do ano (jun/ago e out/nov) nos turnos da manhã 

(07 h) e da tarde (15 h).  
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Variáveis Fisiológicas 

 

Avaliando os efeitos do sombreamento 

sobre a FR foi verificado, que os 

tratamentos estudados não impuseram 
qualquer efeito significativo (P >0,05) no 

turno da manhã. Contudo, no turno da tarde 

foi observada diferença significativa (P 
<0,05), entre os ambientes estudados (com 

e sem sombra), com menor FR nos animais 

que tinham oferta de sombra a sua 

disposição (Tabela 2), os quais, nos 

horários mais quentes do dia podiam se 
refugiar da ação direta dos raios solares, 

reduzindo os efeitos estressores do 

ambiente sobre eles.  

 
As diferenças encontradas nas condições 

climáticas entre as épocas estudadas, 

também só influenciaram a FR no turno da 
tarde (P <0,05), verificando um aumento do 

período jun/ago para o período out/nov de 

31,2 e 33,7 mov/min nos ambientes com e 

sem sombra respectivamente. 
 
Tabela 2. Média ± desvio padrão da frequência respiratória (FR) nos diferentes turnos (manhã e tarde) do 

dia e nas diferentes épocas do ano (jun/ago e out/nov) em função dos tratamentos 

Turno  FR (mov./min.) Interações 

  C/sombra S/sombra Média  

Manhã 

(07 h) 

Jun/Ago 16,8 ± 1,4 17,7 ± 2,7 17,2 ± 2,1 
(P >0,05) 

Out/Nov 18,7 ± 1,2 19,0 ± 2,0 18,9 ± 1,6 

 Média 17,7 ± 1,6 18,4 ± 2,4   

      

Tarde 

(15 h) 

Jun/Ago 43,7 ± 9,6 Bb 57,2 ± 13,3 Ab 50,5 ± 13,2b 

(P >0,05) 
Out/Nov 74,9 ± 12,6 Ba 90,9 ± 7,3 Aa 82,9 ± 13,0a 

 Média 59,3 ± 19,4 B 74,1 ± 20,2 A   

*As médias seguidas de letras diferentes maiúsculas nas linhas e minúsculas nas colunas (dentro de cada 

turno) diferem pelo teste de Tukey, (P <0,05); Jun/Ago = época de menores temperaturas; Out/Nov = 

época de maiores temperaturas. 

 
A FR tem sido considerada um bom 

indicador de estresse por calor. Para 

Silanikove (2000), utilizar a FR para 

quantificar a severidade do estresse pelo 
calor, pode ser o método mais acessível e 

mais fácil para avaliar o impacto do estresse 

calórico sobre animais de produção em 
condições extensivas. Para este autor, a FR 

de 40 a 60, 60 a 80 e 80 a 120 mov./min. 

caracteriza estresse baixo, médio-alto e alto 
para os ruminantes, respectivamente; e a FR 

acima de 200 mov./min. é classificado 

como estresse severo para ovinos. 

 
De acordo com esta classificação proposta 

por Silanikove (2000), nenhum dos grupos 

experimentais deste trabalho, apresentou 
FR que os classificassem em situação de 

estresse calórico no turno da manhã (Tabela 

2). Entretanto, no turno da tarde, as médias 

das FR dos animais classificou estes em 

condições de estresse calórico baixo, nos 

dois tratamentos (com ou sem sombra) na 

época mais fresca; e classificou em 
condições de estresse calórico médio-alto e 

estresse calórico alto os animais com e sem 

sombra, respectivamente, na época mais 
quente. 

 

Outro indicador de estresse térmico é a 
temperatura corporal, esta por sua vez, é o 

resultado da diferença entre toda a energia 

térmica produzida pelo organismo, mais a 

energia térmica recebida do ambiente, e a 
energia térmica dissipada desse organismo 

para o meio. Assim, alguns autores como 

Johnson (1980), sugere a utilização da TR 
como um indicador dessa diferença, 

podendo ser usada para avaliar a 



87 
 

adversidade do ambiente térmico sobre os 
animais. 

 

Neste trabalho, os resultados encontrados 

para TR no turno da manhã, também não 
sofreram influência das condições 

ambientais e das épocas estudadas. Mas, 
assim como na FR, a TR também teve 

diferença significativa (P<0,05), entre os 

ambientes (com e sem sombra) e entre as 

épocas estudadas no período da tarde 
(Tabela 3). 

 
Tabela 3. Média ± desvio padrão da temperatura retal (TR) nos diferentes turnos (manhã e tarde) do dia e 

nas diferentes épocas do ano (jun/ago e out/nov) em função dos tratamentos. 

Turno  TR (°C) Interações 

  C/sombra S/sombra Média  

Manhã 

(07 h) 

Jun/Ago 37,8 ± 0,2 37,8 ± 0,3 37,8 ± 0,3 
(P>0,05) 

Out/Nov 37,8 ± 0,2 37,9 ± 0,3 37,8 ± 0,2 

 Média 37,8 ± 0,2 37,8 ± 0,3   

      

Tarde 

(15 h) 

Jun/Ago 38,8 ± 0,1bB 39,1 ± 0,1bA 38,9 ± 0,2b 

(P>0,05) 
Out/Nov 39,0 ± 0,1aB 39,2 ± 0,1aA 39,1 ± 0,1a 

 Média 38,9 ±  0,1B 39,1 ± 0,1A   

*As médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna (dentro de cada turno) não 

diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; Jun/Ago = época de menores 

temperaturas; Out/Nov = época de maiores temperaturas. 

 

 

 
Observando a tabela 3, verifica-se que 

apesar das diferenças encontradas no turno 

da tarde, os valores médios encontram-se 
próximos ou dentro do intervalo 

estabelecido como normal, que é de 38°C a 

40,5°C, de acordo com Kolb (1987). 
Todavia, segundo McDowell et al. (1976), 

cada 1°C ou menos de elevação na 

temperatura retal, pode ser o bastante para 

reduzir o desempenho na maioria das 
espécies de animais domésticos, inclusive 

os ovinos. 

 
Após a avaliação das condições ambientais 

e dos parâmetros clínicos fisiológicos, nota-

se que além da exposição dos animais a 
condições ambientais desfavoráveis, o 

tempo de exposição a estas condições tem 

grande influência sobre a manutenção da 

homeostasia destes. Por outro lado, destaca-
se que as características climáticas da 

manhã e provavelmente da noite, podem ter 

auxiliado os animais fornecendo-lhes 
momentos de condições favoráveis à 

compensação homeostática. Pois, quando o 

ITGU médio da época mais quente foi de 

79,6 (ITGU 79,0 e 80,3 nos tratamentos 

com e sem oferta de sombra) no turno da 
manhã, os animais avaliados se 

encontravam em condições de conforto, 

sem alterações dos seus parâmetros clínicos 
e total controle da homeostase. Entretanto, 

ao serem continuamente expostos às 

condições ambientais adversas ao longo do 

dia, estes animais entraram em situação de 
estresse térmico, alterando seus parâmetros 

clínicos na tentativa de controlar sua 

homeostasia. Destaca-se que usando a TR e 
a FR como indicadores de estresse térmico 

calórico, o emprego do sombreamento 

artificial foi favorável as ovelhas. Isto 
explica o fato de um ITGU 80 às sete horas 

da manhã não alterar os parâmetros clínicos 

dos animais, e esta mesma condição 

ambiental (ITGU 80) no turno da tarde 
(Figura 2) alterar os parâmetros clínicos 

fisiológicos destes animais (tratamento com 

sombra nos meses jun/ago). 
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Manifestação de estro 

 

As respostas observadas (número de 

ovelhas em estro e intervalo de tempo entre 

retirada de esponja-estro) não sofreram 
interações entre as épocas do ano e a oferta 

de sombra artificial (Tabela 4). Assim como 

os percentuais de ovelhas que apresentaram 
sinais de estro, as médias de tempo entre a 

retirada de esponja e a manifestação de 

estro também não foram diferentes (P 

>0,05) nos tratamentos com e sem sombra, 
independente da época estudada, com 

valores de 86,3% e 23,8 horas vs 68,2% e 
26,8 horas respectivamente. 

 

O mesmo ocorreu nos meses de menores e 

maiores temperaturas (jun/ago e out/nov) 
com os percentuais de ovelhas que 

manifestaram sinais de estro, e as médias de 

tempo entre a retirada da esponja e a 
manifestação de estro (P >0,05), com 

valores de 86,3% e 24,5 horas x 68,2 % e 

26,1 horas, respectivamente, 

independentemente da presença ou não de 
sombra. 

 

 
Tabela 4. Percentagem de manifestação de estro e tempo (média ± desvio padrão) entre a retirada da 

espoja e a manifestação do estro das ovelhas submetidas à superovulação nos tratamentos com e sem 

sombra nas duas épocas do ano.  

Avaliações 
Jun/Ago Out/Nov 

C/Sombra S/Sombra C/Sombra S/Sombra 

Manifestação de estro (%) 90,9 (10/11) 81,8 (9/11) 81,8 (9/11) 63,6 (7/11) 

Intervalo retirada-estro (h) 22,8 ± 6,8 26,2 ± 5,7 24,4 ± 6,8 27,4 ± 5,9 

Não houve diferença significativa (P >0,05); Jun/Ago = época de menores temperaturas; Out/Nov = 

época de maiores temperaturas. 

 

 
Naqvi et al., (2004), trabalhando com 

ovelhas Bharat Merino, caloricamente 

estressadas (câmara climática à 40ºC, 6 
horas por dia durante 4 semanas) e controle 

(condições ambientais do semiárido 

indiano), também não encontraram 
diferenças para estas variáveis, com valores 

próximos aos deste experimento. 

Entretanto, verificaram uma duração de 

estro significativamente menor (31,7 horas) 
para as ovelhas estressadas, quando 

comparada com a duração de estro do grupo 

controle (37,7 horas). Sawyer et al., (1979) 
encontraram redução significativa no 

número de ovelhas em estro quando estas 

estiveram sobre altas temperaturas 

ambientais 1,5 a 6 dias antes da data 
prevista do estro. 

 

 

 

Resposta à superovulação 

 

As respostas das ovelhas ao protocolo 
superovulatório não sofreram interações 

entre o ambiente (com e sem sombra) e as 

épocas estudadas (jun/ago e out/nov), por 
isso serão apresentados separadamente nas 

tabelas 5 e 6. 

 

As médias de ovulações das ovelhas 
submetidas ao protocolo de superovulação 

não foram influenciadas pela oferta de 

sombra (P > 0,05). Contudo, as médias de 
ovulações foram diferentes nas distintas 

épocas do ano (P < 0,05). As ovelhas que 

foram superovuladas durante jun/ago 

(época de temperaturas menores) tiveram 
maior média de ovulações do que as 

ovelhas superovuladas em out/nov (época 

de temperaturas mais elevadas) (Tabela 5).  

 



89 
 

Tabela 5. Comparação entre média ± desvio padrão do número de ovulações e de folículos anovulatórios 

de ovelhas Santa Inês nos tratamentos (com e sem sombra) e nas épocas estudadas (menores e maiores 

temperaturas).  

Avaliações 
Tratamentos Épocas 

C/Sombra S/Sombra Jun/Ago Out/Nov 

Número de ovelhas  22 22 22 22 

Ovulação 8,1 ± 7,7 7,0 ± 10,0 9,7 ± 10,8a 5,3 ± 5,9b 

Fol. Anovulatórios 0,6 ± 1,1 0,6 ± 1,6 0,8 ± 1,6 0,4 ± 1,0 

Médias seguidas de letras diferentes na linha (entre épocas) diferem estatisticamente pelo teste de 

Wilcoxon a 5% de probabilidade; Jun/Ago = época de menores temperaturas; Out/Nov = época de 

maiores temperaturas. 

 

Fica evidente, que as condições ambientais 

oferecidas através do sombreamento ao 
longo do experimento, principalmente no 

turno da tarde, não foram suficientes para 

influenciar na resposta ao tratamento 
superovulatório dos animais. 

Provavelmente porque a redução da 

temperatura do ar, proporcionada pelo 
sombreamento tenha sido muito pequena 

(apenas 2,0°C). Enquanto que a diferença 

das temperaturas do ar entre as diferentes 

épocas do ano foi de 5,4°C, no mesmo 
horário. 

 

Gomes (2011), também trabalhando com 
ovelhas Santa Inês, encontrou diferença 

para médias de ovulações entre tratamentos 

climáticos, com 10°C de diferença de 

temperaturas do ar entre os tratamentos 
(24°C x 34°C, e 50% UR), com médias de 

4,6 ovulações no conforto (24°C e 50% 

UR) e 2,9 ovulações no estresse térmico 
(34°C e 50% UR), mostrando que a 

temperatura do ar exerce grande influência 

sobre as respostas superovulatórias. Por 
outro lado, a diferença entre as médias de 

ovulações de ovelhas Bharat Merino 

encontradas por Naqvi et al. (2004) nos 

grupos controle a campo (Ta de 34,6 °C e 
UR de 60,7%) e exposto ao calor em 

câmara (Ta de 40,0°C e UR de 58,4%) não 

foi significativa,  com médias de 8,1 ± 1,2 
ovulações no grupo controle e 6,7 ± 1,1 no 

grupo exposto ao calor em sala climatizada. 

Estas médias encontradas por Naqvi et al. 

(2004) foram muito próximas às 
encontradas nos tratamentos com e sem 

sombra deste experimento (Tabela 5). 

Alguns estudos vêm mostrando evidências, 

de que o status ovariano no início do 
tratamento com FSH está diretamente 

ligado ao sucesso ou não das taxas de 

ovulações, em protocolos de superovulação 
de ovelhas (González-Bulnes et al., 2000, 

2004, 2005). Ou seja, o número de 

ovulações, depende da quantidade de 
folículos responsíveis ao FSH presentes nos 

ovários, no momento do início da 

superovulação. No entanto, com a 

utilização de protocolos convencionais 
(como neste experimento), a população 

folicular existente no início do tratamento 

com FSH é desconhecida. Razão pela qual, 
os resultados encontrados para 

superovulação neste experimento (de zero a 

35 ovulações), e outros, possam variar tanto 

dentro do mesmo manejo e tratamento 
superovulatório. 

 

A média de folículos anovulatórios não 
sofreu influência (P >0,05), nem do 

sombreamento artificial, nem da época do 

ano em que as ovelhas foram superovuladas 
(Tabela 5). A presença de folículos 

anovulatórios em programas de 

superovulação de ovelhas é bastante 

comum, e apresentam causas variadas. 
Entretanto, sabe se que muitas destas causas 

estão relacionadas a deficiência ou 

inexistência do pico pré-ovulatório de 
hormônio luteinizante (LH) (González-

Bulnes et al., 2003). 

 

Outra causa da ocorrência de folículos 
anovulatórios em programas de 

superovulação, pode ser a alta dose de FSH 
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exógeno aplicado nos animais. Podendo 
esta, interferir no eixo endócrino e reduzir a 

secreção de LH endógeno, ou promover 

pico pré-ovulatório de LH em momento 

inadequado (Noel et al., 1994; Kendall at 
al., 2004). 

 

Produção de embriões 

 

Os resultados descritos na tabela 6 são 

referentes à taxa de recuperação, a média de 

estruturas recuperadas, média de oócitos 
recuperados (estruturas não fertilizadas), 

média de embriões recuperados, média de 

embriões viáveis, percentagens de embriões 
viáveis e degenerados, das ovelhas 

superovuladas nos dois tratamentos (com e 

sem sombra), e nas duas distintas épocas do 
ano. Como estas variáveis também não 

apresentaram interações entre os 

tratamentos e as épocas do ano, elas 

também foram analisadas em cada condição 
separadamente (Tabela 6). Entretanto, todas 

estas variáveis descritas não tiveram 

influência significativa (P >0,05), nem da 
oferta de sombra nos piquetes, nem das 

épocas do ano. 

 

A taxa de recuperação foi calculada pela 
relação entre o número de estruturas 

coletadas, e o número de corpos lúteos 

presentes nas ovelhas coletadas. A maior 
diferença encontrada para as taxas de 

recuperação foi entre as épocas do ano, com 

percentuais variando de 70,4 a 77,5%, 

porém, não significativa (P >0,05). Esta 
diferença foi muito pequena, quando 

comparada com as taxas de recuperação de 

ovelhas encontradas na literatura. Gomes 
(2011) obteve recuperação de 34,6% versus 

25,3% de estruturas com ovelhas Santa Inês 

em condições de conforto e estresse térmico 
respectivamente. Varago (2009) recuperou 

de ovelhas Santa Inês, 18,6 e 34,3% de 

estruturas ovuladas nas estações 

primavera/verão e outono/inverno 
respectivamente. 

 
Tabela 6. Produção de embriões de ovelhas Santa Inês submetidas à superovulação a pasto nos 

tratamentos (com e sem sombra) e nas épocas estudadas (jun/ago e out/nov).  

Avaliações 
Tratamentos Épocas 

C/Sombra S/Sombra Jun/Ago Out/Nov 

Taxa recuperação (%) 72,9 (102/140) 73,3 (96/131) 70,4 (119/169) 77,5 (79/102) 

Estruturas recuperadas 4,8 ± 6,0 4,4 ± 7,6 5,5 ± 8,0 3,6 ± 5,3 

Oócitos 1,2 ± 2,6 1,3 ± 3,9 2,1 ± 4,3 0,5 ± 1,5 

Embriões 3,5 ± 5,0 3,0 ± 6,2 3,5 ± 6,2 3,1 ± 5,1 

Embriões viáveis 3,0 ± 3,9 2,9 ± 5,8 3,0 ± 5,5 2,9 ± 4,3 

Embriões viáveis (%) 84,4 (65/77) 95,5 (64/67) 88,0 (66/75) 91,3 (63/69) 

Emb. degenerados (%) 15,6 (12/77) 4,5 (3/67) 12,0 (9/75) 8,7 (6/69) 

Não houve diferença significativa (P >0,05); Jun/Ago = época de menores temperaturas; Out/Nov = 

época de maiores temperaturas. 

 
 

Existem diversos fatores que podem 

interferir na taxa de recuperação de 

embriões em ovinos, tais como o método de 
coleta, a experiência do técnico que realiza 

o procedimento, a regressão prematura de 

corpo lúteo, o hormônio utilizado para 
induzir a superovulação e a variação 

individual de cada animal (Scudamore et  

 

al., 1991; Andrioli et al., 1999; Varago, 

2009). 

 
As médias de estruturas recuperadas, assim 

como as médias de embriões, apesar de não 

terem sofrido influência significativa das 
condições climáticas observadas nos 

tratamentos e nas épocas do ano, 
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apresentaram tendência de melhores 
resultados para os animais tratados com 

sombra (médias de 4,8 ± 6,0 x 4,4 ± 7,6 

estruturas e 3,5 ± 5,0 x 3,0 ± 6,2 embriões 

para os grupos com e sem sombra 
respectivamente) e superovulados em 

jun/ago, com menor amplitude térmica 

(médias de 5,5 ± 8,0 x 3,6 ± 5,3 estruturas e 
3,5 ± 6,2 x 3,1 ± 5,1 embriões para os 

meses jun/ago e out/nov respectivamente). 

Gusmão et al. (2007) encontraram em 

média 6,2 ± 7,0 estruturas recuperadas, e 
3,7 ± 4,5 embriões viáveis, em ovelhas 

Santa Inês superovuladas. 

 
Os efeitos do estresse térmico sobre as 

médias de embriões produzidos, bem como 

sobre as médias e taxas de embriões viáveis 
não foram visíveis neste estudo. 

Principalmente nos grupos sem sombra e 

superovulados na época mais quente, onde 

os valores do ITGU, utilizados para medir o 
grau de desconforto do ambiente térmico 

sobre os animais, apresentaram valores 

considerados altos no turno da tarde (95,4 e 
95,7 respectivamente) até mesmo para 

ovinos. Duas possíveis explicações para 

estas diferentes condições de estresse 
térmico não terem afetado, nem a produção 

de embriões, nem a qualidade destes, são: 

(1) A magnitude das condições térmicas 

impostas a esses animais não foi 
suficientemente alta para prejudicar o 

desenvolvimento embrionário, ou (2) a 

adaptabilidade das ovelhas Santa Inês as 

altas temperaturas do ambiente, encontradas 
neste experimento, foi suficiente para não 

prejudicar o desenvolvimento embrionário 

nestas condições. A raça Santa Inês foi 
desenvolvida e criada ao longo dos anos, 

através do cruzamento de duas raças 

bastante resistentes as temperaturas 

(Morada Nova e Bergamácia) na região do 
semiárido nordestino, e, portanto, está 

aclimatada a ambientes quentes. 

 
A proporção entre mórulas e blastocistos 

dos embriões viáveis coletados, teve 

influência tanto do sombreamento, quanto 
da interação entre a presença de 

sombreamento e época do ano. A proporção 

de mórulas foi maior que a de blastocistos 

para as ovelhas com sombra na época de 
menores temperaturas e para as ovelhas 

com e sem sombra na época de 

temperaturas mais elevadas (P <0,05). As 
ovelhas que estavam no tratamento sem 

sombra superovuladas na época mais fresca, 

não tiveram diferença significativa entre as 
proporções de mórula e blastocistos entre os 

embriões viáveis produzidos (Tabela 7). 

 
Tabela 7. Distribuição dos embriões viáveis quanto a seu estádio de desenvolvimento em cada tratamento 

nas épocas de menores e maiores temperaturas ambientais. 

Avaliações 
Jun/Ago Out/Nov 

C/Sombra S/Sombra C/Sombra S/Sombra 

Mórula (%)  92,0
 Aa 

 (23/25) 58,5 
Ca

 (24/41) 80,0
 ABa

 (36/40) 60,9 
BCa

 (14/23) 

Blastocisto (%) 8,0 Cb (2/25) 41,5 Aa (17/41) 20,0 BCb (4/40) 39,1ABa (6/23) 

Médias seguidas de letras diferentes maiúscula na linha, e minúscula na coluna, diferem pelo teste de 

Qui-quadrado (P <0,05); Jun/Ago = época de menores temperaturas; Out/Nov = época de maiores 

temperaturas. 

 

O grupo de ovelhas do tratamento com 

sombra, nos meses jun/ago (menores 
temperaturas), teve maior proporção 

significativa de mórulas que o grupo sem 

sombra em ambas as épocas (P <0,05), mas 
não apresentou diferença entre época, nas 

mesmas condições de sombreamento (P 

>0,05). Por outro lado, a proporção de 
blastocistos entre os embriões viáveis, foi 

maior no grupo de ovelhas sem sombra, 

também superovulada nos meses jun/ago, 
quando comparada ao grupo de ovelhas 
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com sombra em ambas as épocas. Este 
grupo de ovelhas, também não apresentou 

diferença entre as proporções de blastocisto 

nas mesmas condições ambientais entre as 

diferentes épocas em que foram 
superovuladas. 

 

A grande variabilidade entre as respostas 
aos protocolos de superovulação (taxa de 

ovulação e produção de embriões) é sem 

dúvida o maior estrangulamento para o 

aumento da eficiência dos programas de 
transferência de embriões em ovinos. Neste 

trabalho, pode-se observar através das 

médias e seus desvios, que as variáveis 
relacionadas às respostas superovulatórias e 

produção de embriões, apresentaram ampla 

variação individual entre os animais, 
independentemente dos tratamentos, ou 

épocas do ano em que foram submetidos 

aos protocolos de superovulação. 

 
Apesar dos grandes avanços técnicos 

realizados na tentativa de reduzir ou 

eliminar esses fatores, a variação da 
resposta a superovulação ainda continua a 

limitar o uso dos programas de 

superovulação em ovelhas de forma 
comercial. 

 

 

CONCLUSÕES 

 

As temperaturas mais elevadas do turno da 

tarde nos meses de outubro e novembro 
alteram os parâmetros fisiológicos da 

frequência respiratória e da temperatura 

retal nas ovelhas Santa Inês no semiárido. 

 
As temperaturas mais quentes nos meses de 

outubro e novembro no semiárido 

promovem redução nos números de 
ovulações. 

 

O sombreamento artificial não influencia as 
respostas superovulatórias e a produção de 

embriões viáveis pelas ovelhas Santa Inês. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Levando em consideração os resultados encontrados nos quatro experimentos realizados, foi 
verificado que a média do percentual de folículos pré-antrais morfologicamente normal e a de 

folículos em crescimento, assim como a média dos diâmetros dos oócitos e folículos presentes 

nos ovários no momento das ovariectomias não foram diferentes entre as épocas do ano. 

Contudo, após sete dias de cultivo, todos os grupos testados, independente da presença ou não 
de FSHr no meio de cultivo, apresentaram taxas médias de sobrevivência dos folículos pré-

antrais e de ativação dos folículos primordiais maiores no período do ano em que a temperatura 

do ar atingiram suas maiores médias. Como não podemos dizer que condições climáticas mais 
adversas encontradas nesta época (temperaturas mais elevadas), seja responsável pela melhora 

nestes resultados, sugere-se que possa ter ocorrido interferência das melhores condições de 

escore corporal encontrada nos animais nesta época; 
 

No experimento realizado na câmara climatizada, as condições ambientais adversas 

proporcionadas pelo tratamento calor, reduziram o numero de folículos aspiráveis e a taxa de 

recuperação dos complexos cumulus-oócito na primeira seção de aspiração, ocasionando menor 
obtenção de complexos cumulus-oócito. Além disso, as condições ambientais e as repetidas 

seções de aspiração nas ovelhas estressadas pelo calor, também promoveram redução do 

crescimento folicular, a cada repetição das aspirações, levando ao surgimento de maior 
proporção de folículos pequenos na ultima seção de aspiração. Contudo, não prejudicou a 

viabilidade dos complexos cumulus-oócito a maturação in vitro, nem interferiu na proporção de 

oócitos em apoptose (TUNEL-positivo); 
 

A falta de sombreamento, e as temperaturas mais elevadas encontradas no turno da tarde 

durante os meses de outubro e novembro, alteram significativamente os parâmetros fisiológicos 

de frequência respiratória e de temperatura retal das ovelhas Santa Inês, quando mantidas a 
pasto, na região semiárida. Além disso, as condições climáticas mais adversas encontradas nesta 

época, também prejudica o desempenho reprodutivo destas ovelhas, através da redução das 

taxas de ovulações. Contudo, a compensação homestática realizada por essas ovelhas em 
momentos de condições ambientais favoráveis durante a noite, permitiu às ovelhas, não 

apresentar diferenças entre as condições ambientais testadas, na manifestação de estro e na 

produção de embriões, independentemente da presença ou não de sombreamento artificial ou 

das épocas do ano estudadas. 
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Anexo-I 

 

PROTOCOLO PARA CULTIVO IN SITU DE FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS 

 

Preparo das placas para cultivo in situ: 
 

As placas devem ser preparadas pelo menos 3 horas antes da coleta ou com meio previamente 

equilibrado, com no mínimo 1 hora de antecedência ao procedimento.   
 

As placas para cultivo de fragmentos (cultivo in situ) sõ as placas com 24 poços. Estas placas 

devem ser preparadas colocando-se 1 ml de meio de cultivo em cada poço com uma pipeta 

sorológica estéril descartável (25 ml). A depender do número de tratamentos, preparar 1 placa 
para cada 6 animais/ 4 tratamentos ou 4 animais / 6 tratamentos. Veja o exemplo:  

 

 
  

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 Se o número de tratamentos/animais for superior, poderá ser feito o inverso, ou ainda, utilizar 

duas ou mais placas para distribuição do experimento; 
 As placas devem ser preparadas na câmara de fluxo laminar; 

 Com cuidado para na hora da pipetagem não encostar a ponta da pipeta ou ponteira nas bordas 

dos poços/placa; 

 Caso aconteça, trocar imediatamente a pipeta/ponteira; 
 Não falar na hora da montagem das placas para evitar contaminação; 

 Colocar a placa para equilibrar por no mínimo 2 hs antes da coleta; 

 Caso o meio esteja estabilizado, após montagem da placa, deixar equilibrando por pelo menos 
30 minutos. 

 

Para o cultivo in situ com duração de sete dias, deverão ser feitas réplicas das placas para os 

dias 1 e 7, que serão retiradas nos dias respectivos para fixação e processamento histológico ou 
para eletrônica. Os poços devem ser checados quanto à contaminação a cada dia da troca, que 

deve ser realizada a cada dois dias de cultivo. 

 
O meio de cultivo suplementado e filtrado deve ser colocado para equilibrar na incubadora de 

CO2 após um período mínimo de 2 horas a depender do volume a ser utilizado. No caso de um 

volume acima de 20 ml, deve-se manter em equilíbrio por no mínimo 2 hs para atingir a 
temperatura de 39 ºC e o pH ideal. Vale ressaltar que o meios conservados em geladeira 

encontram-se de 4 a 8º C e para atingir a temperatura de 39 ºC leva um tempo prolongado a 

depender do volume a ser equilibrado. 

Animais      

  1     2     3     4     5     6 
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  1

   
  2

   
  3

   
  4
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Anexo-II 

COLORAÇÃO HISTOLÓGICA EM ÁCIDO PERIÓDICO DE SCHIFF – PAS 

 

Etapa Reagente Tempo 

Desparafinização Xilol desparafinizador I 15 min 

 Xilol desparafinizador II 15 min 

 Álcool absoluto I (100%) 1 min 

 Álcool absoluto II (100%) 1 min 

Hidratação Álcool absoluto III (100%) 1 min 

 Álcool 90% 1 min 

 Álcool 80% 1 min 

 Álcool 70% 1 min 

 Banho com água destilada ou da torneira 

(tirar excesso do álcool) 

- 

 Ácido periódico 10 - 15 min 

 Água destilada 2 banhos 

Coloração Reativo de Schiff 10 - 17 min 

 Solução sulfurada 1 - 2 min 

 Banho com água corrente (torneira) 5 min 

 Hematoxilina 1 min – 2 min 

 Banho com água corrente (torneira) 5 min 

 Álcool 70% 1 min 

 Álcool 80% 1 min 

Desidratação Álcool 90% 1 min 

 Álcool absoluto I 1 min 

 Álcool absoluto II 1 min 

 Álcool absoluto III 1 min 

 Xilol I 1 min 

Diafanização Xilol II 1 min 

 Xilol III 1 min 

Montagem Bálsamo do Canadá - 
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Anexo-III 

 

MEIO PARA ASPIRAÇÃO FOLICULAR EM OVELHAS 

 
 

Preparado por:        Data:     

 

Componentes mM 10 mL 15 mL 30 mL 

TCM 199 (HEPES)  
10 ml 15 ml  30 ml 

Peni/Estrepto  100 µl 150 µl 300 µl 

BSA  0,01 g 0,015 g  0,03 g  

Hemofol  50 µl 75 µl 150 µl 

 

1. Adicionar todos components para a solução e agitar gentilmente até dissolução. 

2. Ajustar pH para 7.2 - 7.4 

Inicial (pH):     Final (pH):      

3. Ajustar a osmolaridade para 283 mOsm 

Inicial (mOsm):      Final (mOsm):      

4. Filtrar e estocar a 4°C por até duas semanas. 

 

Observações:             

             

          ________ 

 _________________________________________________________________ 
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Anexo-IV 

 

FICHA PARA CONTROLE DE ASPIRAÇÃO 

 

 

Identificação 

Ovelha: Data: 

Tratamento:  Dose: 

 

Programa 

 D0 D7 D8 D10 

Tarde (13:00h) Esponja 1,0 m  P F2α 
70 UI FSH 

+ 300 UI ECG 
LOPU 

 

Foliculos 

 Fol. > 5mm Fol. > 2 < 5mm Fol. < 2mm Outras 

Ovário Dir.:     

Ovário Esq.:     

 

Aspirados: 

Totais 
Nº de 

Folículos 

Nº de Oócitos 

Recuperados 
Grau-I 

Grau-

II 
Grau-III Desnudos 

Ovário Dir.:       

Ovário Esq.:  

 

Anestesia: 

Droga Dose Horas Observação 

Atropina 0,05 mg/Kg(SC)   

Xilazina 0,2 mg/Kg (IM)   

Lidocaína    

Ketamina 1 - 2 mg/Kg (IV)   

 

OBS:________________________________________________________________________
_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________ 

 


