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Resumo – O objetivo deste estudo foi avaliar a metodologia de suplemen-
tação alimentar com dieta de maior densidade energética sobre o desen-
volvimento corporal e quantidade e qualidade de ovócitos e embriões. Além 
disso, verificar o impacto do uso da melatonina na maturação e cultivo em-
brionário de novilhas Bos indicus da raça Nelore pré-púberes suplementadas 
com PN2 sobre a produção de embriões in vitro. No primeiro experimento, 34 
bezerras selecionadas geneticamente foram divididas em dois grupos e ali-
mentadas com dois planos nutricionais (controle – PN1 e tratamento – PN2), 
em que o PN2 recebeu dietas com 18 e 6,8% mais energia metabolizável 
(megacaloria por quilograma de massa seca) que o PN1 na estação seca 
e das águas, respectivamente. O ganho de peso, deposição de gordura, 
produção e qualidade ovócitos e embriões foram comparados entre os dois 
tratamentos. No segundo experimento, 11 bezerras Nelore sem triagem ge-
nética foram suplementadas com a dieta PN2 e seus ovócitos e embriões 
foram cultivados com melatonina 10-9 M e a taxa de clivagem e blastocistos 
foram comparadas com vacas (controle). O número de ovócitos recupera-
dos e ovócitos viáveis por ovum pick up (OPU) foi respectivamente 49 e 
42% maior em novilhas mantidas no PN2 (p = 0,018 e p = 0,049), e como 
consequência, produziram 43% mais embriões que o tratamento PN1. As fê-
meas do PN2 apresentaram maior deposição de gordura subcutânea e peso 
corporal, influenciando positivamente na reprodução. Foi observada similar 
quantidade de ovócitos viáveis em comparação a vacas adultas e 13% mais 
embriões quando os ovócitos e embriões foram cultivados com melatonina. 
Esses resultados indicam um efeito positivo da dieta mais energética sobre 
o desenvolvimento corporal e produção de embriões in vitro em novilhas 
pré-púberes, com um aumento na taxa de blastocistos quando a melatonina 
é usada no cultivo embrionário.

Termos para indexação: antioxidante, biotecnologia reprodutiva, fecundação 
in vitro, nutrição, zebu.
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Effect of feed supplementation with 
higher energy density for a short period 
and use of melatonin on the production 
of in vitro embryos of pre-pubertal 
Nellore heifers

Abstract – The aim was to evaluate the methodology 
of feed supplementation of prepubertal Nellore 
heifers with a higher energy density diet (PN2) 
on body development and quantity and quality of 
oocytes and embryos. Furthermore, was verified the 
impact of melatonin use in the oocyte maturation 
and embryo culture on the in vitro embryo production 
of supplemented heifers with PN2. In the first 
experiment, 34 genetically selected heifers were 
divided into two groups and fed with two nutritional 
plans (control – PN1 and treatment –  PN2), 
where PN2 received diets with 18 and 6.8% more 
metabolizable energy (Mcal/kg DM) than the PN1 in 
the dry and rainy seasons, respectively. Weight gain, 
fat deposition, oocyte and embryo production and 
quality were compared between the two treatments. 
In the second experiment, 11 Nellore heifers 
without genetic screening were supplemented with 
the PN2 diet and their oocytes and embryos were 
cultured with 10-9 M melatonin and the cleavage and 
blastocyst rates were compared with cows (control). 
The number of oocytes recovered and viable 
oocytes per ovum pick up (OPU) was respectively 
49% and 42% higher in heifers maintained in PN2 
(p = 0.018 and p = 0.049), and as a consequence, 
they produced 43% more embryos than the PN1 
treatment. Females in the PN2 treatment showed 
greater subcutaneous fat deposition and body 
weight, positively influencing reproduction. A similar 
amount of viable oocytes was observed compared 
to adult cows and 13% more embryos when the 
oocytes and embryos were cultured with melatonin. 
These results indicate a positive effect of a higher 
energy diet on body development and in vitro 
embryo production in prepubertal heifers, with an 
increase in the blastocyst rate when melatonin is 
used in embryo culture.

Index terms: antioxidant, biotechnology, breeding 
program, in vitro fertilization, nutrition, zebu.

Introdução
Reduzir o intervalo entre gerações representa 

um ponto fundamental no melhoramento genético 
de rebanhos bovinos, maximizando o progresso 
genético e a produtividade. Isso pode ser alcança-
do por meio da seleção genética para precocidade 
sexual, reduzindo a idade de entrada das novilhas 
na reprodução. O uso reprodutivo de fêmeas jovens 
ganhou maior relevância com o avanço das avalia-
ções genômicas para características de interesse 
na pecuária leiteira e de corte, possibilitando a iden-
tificação das fêmeas com maior mérito genético, 
com confiabilidade, e em idade precoce. Ademais, 
o desenvolvimento de equipamentos e técnicas de 
aspiração folicular adaptados para bezerras, menos 
invasivos, incentivou o aumento de estudos sobre 
produção de embriões in vitro, visando intensificar 
a multiplicação de animais com genética supe-
rior. Inicialmente, os estudos com bezerras e novi-
lhas eram realizados utilizando laparoscopia, um 
procedimento cirúrgico (Baldassarre et al., 2018; 
Batista et al., 2016). Atualmente, essa técnica é  
realizada por aspiração folicular transvaginal guia-
da por ultrassom ovum pick up (OPU) (Elliff et al., 
2019), com guia de tamanho adequado para novi-
lhas. Novilhas pré-púberes podem apresentar um 
número maior de folículos disponível para aspiração 
(Landry et al., 2016), trazendo vantagens para sua 
utilização. Porém, as taxas de produção de embri-
ões in vitro de novilhas pré-púberes são inferiores 
às dos animais que completaram seu desenvolvi-
mento (Guerreiro, 2015), o que permanece como 
uma limitação.

Entre os fatores que influenciam a idade da pu-
berdade e a precocidade sexual das fêmeas, desta-
ca-se o peso corporal (PC), que reflete o nível de ali-
mentação recebido durante o crescimento. O aporte 
nutricional pode afetar diretamente os folículos ova-
rianos, ovócitos e embriões (D’Occhio et al., 2019). 
Por outro lado, o manejo nutricional restritivo pode 
retardar o crescimento, resultando em animais se-
xualmente mais tardios (Amin, 2014).

Em sistemas de produção em fazendas com ní-
vel tecnológico mais avançado, aos 12–14 meses, 
o acasalamento é rotina, trazendo vantagens na 
eliminação de categorias em crescimento da pro-
priedade e beneficiando a seleção do rebanho, o 
desfrute e o ganho de gerações. Como meta para 
o desafio reprodutivo, buscam-se pesos entre 280 e 
300 kg, equivalentes a 65% do peso da vaca adulta. 
Animais criados em pastagens, principal sistema de 
produção de bovinos em regiões tropicais, necessi-
tam de suplementação proteica e energética para 
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suprir suas exigências nutricionais de manutenção 
e crescimento e alcançar as metas de crescimen-
to, que podem variar de 500 g/dia a próximo de  
1,0 kg/dia, dependendo do peso ao desmame, no 
período entre o desmame, aos 7 meses de idade, e 
o acasalamento, aos 12 meses.

O regime de chuvas imprime ao capim, principal 
componente da dieta, grande variação em quanti-
dade e qualidade, sendo um desafio maior para os 
animais atingirem os ganhos de peso adequados às 
metas de peso para acasalamento em idade preco-
ce, sobretudo durante a seca, quando a contribui-
ção dos nutrientes da forragem é baixa. Nesse pe-
ríodo, as pastagens de Urochloa brizantha (cultivar  
Brachiaria brizantha), uma das principais cultivares 
utilizadas em regiões tropicais, contêm, em média, 
7% de proteína bruta (PB) e 1,9 megacalorias de 
energia metabolizável (EM) por quilograma de ma-
téria seca (MS) (Euclides; Medeiros, 2003; Vala-
dares Filho  et al., 2018), enquanto, na época das 
águas, o mesmo capim contém cerca de 10% de 
PB e 2,0 megacaloria de energia metabolizável por 
quilograma de matéria seca, com maior disponibili-
dade de folhas verdes, permitindo ainda a seleção 
das partes mais nutritivas da planta.

Novilhas entre 4 e 9 meses de idade são mais 
sensíveis aos efeitos da antecipação da puberda-
de resultante de maior aporte nutricional (Cardoso 
et al., 2018), podendo melhorar a produção e a qua-
lidade de ovócitos e embriões. O fator nutricional 
mais importante que afeta a reprodução em bovi-
nos é a ingestão de energia (Amin, 2014), mas há 
poucos dados de pesquisa que relacionem os refle-
xos de maior densidade energética das dietas em 
categorias dessa idade e dentro de um sistema de 
produção.

O crescimento dos folículos e a ovulação depen-
dem da secreção pulsátil de hormônio luteinizante 
(LH) (Canfield; Butler, 1990), insulina e fator de cres-
cimento semelhange à insulina (IGF-1), entre outros 
fatores (Amin, 2014). No entanto, com baixa inges-
tão energética, a secreção desses hormônios é ini-
bida, levando a crescimento e desenvolvimento fo-
licular lentos, o que atrasa a ovulação (Amin, 2014; 
Imakawa et al., 1987). Por outro lado, a alta ingestão 
de energia pode elevar as concentrações plasmá-
ticas de insulina e IGF-1 (Armstrong et al., 2001). 
Assim, a suplementação em curto prazo com die-
tas ricas em energia pode melhorar o desempenho 
reprodutivo de fêmeas bovinas, sendo esse efeito 
mais pronunciado do que o aumento dos níveis de 
proteína (Armstrong et al., 2001). O propionato, por 
exemplo, um ácido graxo volátil produzido no rúmen 
em dietas com alta concentração de amido, desem-
penha um papel importante na reprodução. Este 
pode servir como principal substrato gliconeogênico 

em ruminantes e modificar o perfil de hormônios re-
produtivos pela associação da produção de glicose 
com o IGF-1, melhorando o desenvolvimento em-
brionário (Thatcher et al., 2003) e a produção de 
progesterona (Spicer; Chamberlain, 1998).

De acordo com Davis et al. (2023), devido à res-
posta fisiológica rápida, a estratégia de suplementa-
ção energética na fase que antecede a entrada das 
fêmeas na reprodução pode ser um método eficaz 
para aumentar o sucesso das tecnologias de repro-
dução assistida. Isso sugere que um aumento na 
produção de propionato pode melhorar os índices 
reprodutivos. Os tecidos ovarianos respondem dire-
tamente aos estímulos metabólicos, com consequên-
cias para a foliculogênese, a esteroidogênese e o 
desenvolvimento do ovócito e do embrião (Chagas 
et al., 2007). Além de regular o crescimento folicu-
lar, mudanças de curto prazo na ingestão de energia 
também podem influenciar a morfologia e o poten-
cial de desenvolvimento do ovócito (Mcevoy et al., 
1995; O’Callaghan et al., 2000).

A condição nutricional de um animal é geralmen-
te avaliada com base nas alterações no peso vivo e 
na condição corporal, como em variáveis de carca-
ça. Contudo, essas são mudanças de longo prazo, 
enquanto muitos eventos reprodutivos, como ovu-
lação, fecundação e placentação, ocorrem durante 
um curto período (Amin, 2014).

Conforme mencionado, ovócitos derivados de 
novilhas pré-púberes têm menor competência de 
desenvolvimento in vitro do que aqueles obtidos em 
fêmeas adultas. Associado a isso, o manuseio de 
espermatozoides e ovócitos na fecundação in vitro 
pode reduzir a competência de ambos os gametas, 
o que se associa a maior produção de espécies rea-
tivas ao oxigênio (ROS), resultando em alto nível de 
estresse oxidativo, regulação alterada da apoptose 
e prejuízos ao metabolismo (Agarwal et al., 2014; 
Gutiérrez-Añez et al., 2021). O aumento do estres-
se oxidativo eleva a probabilidade de ovócitos com 
defeitos citoplasmáticos e segregação cromossô-
mica anormal (Belhadj Slimen et al., 2016). Como 
consequência, há uma redução da competência dos 
ovócitos e do embrião, além de queda nas taxas de 
concepção (Wolfenson et al., 2000), comprometen-
do o sucesso reprodutivo.

Embora, durante a maturação in vitro, os com-
plexos cúmulus-ovócitos (COCs) ativem seu siste-
ma antioxidante endógeno, essa ação pode não ser 
suficiente para compensar o aumento das espécies 
reativas de oxigênio e o estresse oxidativo. Subs-
tâncias exógenas têm sido utilizadas no processo 
de criopreservação e manuseio do sêmen para 
combater o estresse oxidativo. Entre elas, destaca-
-se a melatonina, substância presente no fluido foli-
cular bovino, que pode melhorar a competência e 
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o desenvolvimento embrionário (Currin et al., 2021; 
Gutiérrez-Añez et al., 2021), pois atua como antioxi-
dante na regulação intracelular dos níveis de ROS, 
embora seus mecanismos relacionados à melhoria 
do desenvolvimento embrionário in vitro ainda não 
estejam totalmente elucidados.

Neste contexto, este estudo objetivou determi-
nar os efeitos de dietas com diferentes níveis de 
energia sobre a qualidade e quantidade de ovócitos, 
a produção de embriões in vitro e o desenvolvimen-
to corporal de novilhas Nelore pré-púberes. Também 
se buscou avaliar o efeito da nutrição associada a 
estratégias laboratoriais com o cultivo embrionário 
na presença de melatonina sobre a competência 
ovocitária e a produção de embriões in vitro de no-
vilhas pré-púberes.

Material e métodos

Experimento 1
Neste estudo, foram utilizadas 34 novilhas pré-

-púberes, com idade inicial de 5,5 meses, que per-
maneceram em aleitamento natural com suplemen-
tação alimentar via creep-feeding até o desmame, 
aos 6,5 meses de idade, quando o lote foi dividido 
para aplicação dos tratamentos. Durante a fase de 
creep-feeding, o consumo médio de concentrado 
foi de 0,568 kg/dia, equivalente a 0,38% do peso 
corporal (PC). O suplemento, formulado à base de 
farelo de soja, milho moído e minerais (Tabela 1), 
continha 19,3% de proteína bruta (PB) e 3,10 me-
gacaloria por quilograma de energia metabolizável 
(EM). O uso do creep-feeding nesta fase teve como 
objetivos promover um ganho de peso superior ao 
proporcionado exclusivamente pelo leite materno 

e adaptar os animais ao manejo com suplementos 
para a fase seguinte, que envolveu o consumo de 
suplementos proteicos energéticos no cocho. 

Após a pesagem ao desmame (6,5 meses), as 
novilhas foram divididas em dois grupos experimen-
tais, considerando a idade, o peso e a avaliação 
genética dos animais. A avaliação genética foi reali-
zada com base em características contempladas no 
Programa Nelore Brasil, coordenado pela Associa-
ção Nacional de Criadores e Pesquisadores (ANCP, 
Ribeirão Preto, SP). Utilizou-se o índice de “mérito 
genético econômico total (MGte)” e as diferenças 
esperadas na progênie (DEPs) para as caracterís-
ticas que compõem esse índice, a saber: PM120g, 
efeito materno sobre o peso aos 120 dias de idade 
(kg); PD210g, efeito direto sobre o peso aos 210 
dias de idade (kg); PD365g, efeito direto sobre o 
peso aos 365 dias de idade (kg); PED365g, efeito 
direto sobre o perímetro escrotal aos 365 dias de 
idade (cm); ACABg, acabamento de carcaça (mm); 
STAYg, longevidade (%); e PP30g, probabilidade de 
parto precoce (%). Estes dados encontram-se de-
talhados na Tabela 2, e os valores das DEPs foram 
fornecidos pela ANCP.

Os tratamentos consistiram de planos nutricio-
nais e, consequentemente, de crescimento para que 
os animais atingissem um peso mínimo para serem 
acasalados aos 12 a 14 meses de idade, que é entre 
280 e 300 kg de peso vivo. Assim, o PN1 consistiu 
de um plano alimentar próximo ao que é corriquei-
ramente usado para essa categoria nos sistemas 
de produção: pasto diferido mais suplementação na 
estação seca (pós-desmame) e pasto mais suple-
mento no período das águas (Tabela 2).

Tabela 1. Composição do suplemento utilizado no creep-feeding, e dos planos nutricionais 1 (PN1) e 2 (PN2) durante o 
período seco e chuvoso ofertado a novilhas Bos indicus da raça Nelore pré-púberes.

Variável nutricional e de desempenho
Período(1)

Seco Chuvoso
PN1 PN2 PN1 PN2

Faixa de pesos (kg) 170–240 170–240 240–300 240–300

Ganho alvo (kg) 0,400 0,800 0,650 0,800

Consumo estimado dos ingredientes das dietas
• Pasto de braquiária (estação seca), consumo estimado 

(kg/dia)
3,250 – – –

• Silagem de milho, consumo estimado (kg/dia) – 3,500 – –

• Pasto de braquiária (estação das águas), consumo 
estimado (kg/dia)

– – 4,500 3,800

Concentrado, oferta média (kg/dia) 1,400 1,000 0,650 1,870

Consumo de NDF (%PV)(2) 1,23 0,86 1,24 1,09

Continua...
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Variável nutricional e de desempenho
Período(1)

Seco Chuvoso
PN1 PN2 PN1 PN2

Composição bromatológica das dietas
• Matérias seca (%) 56,57 38,12 27,28 21,76

• Proteína bruta (%) 12,22 12,61 15,35 15,97

• Fibra em detergente neutro (%) 52,05 37,91 61,48 50,02

• Minerais (%) 6,95 7,54 9,13 7,80

• Extrato etéreo (%) 2,46 2,63 3,63 3,67

• Ingestão estimada EM(3) (megacaloria por dia) 9,97 11,59 12,92 15,05

• Concentração de EM (megacaloria por quilograma de 
matéria seca)

2,14 2,61 2,47 2,65

(1) PN: plano nutricional; PN1 controle; PN2 tratamento.
(2) NDF (%PV): consumo de fibra em detergente neutro (porcentagem do peso vivo).
(3) EM: energia metabolizável.
Traço (–): informação não aplicável.

Tabela 2. Seleção de bezerras Bos indicus da raça pré-púberes considerando idade, peso, mérito genético médio do 
grupo. 

Trata-
mento(1)

Número de 
animais

Idade 
(dia) PD(2) MGTe(3) PM120g(4) PD210g(5) PD365g(6) PED365g(7) ACABg(8) STAYg(9) PP30g(10)

PN1 17 198,71 178,31 13,96 0,84 4,47 13,10 0,57 0,01 71,51 63,14

PN2 17 202,00 180,11 15,24 1,13 5,39 15,05 0,50 0,07 72,11 62,67
(1) PN: plano nutricional. PN1: controle. PN2: tratamento.
(2) PD: peso a desmama – peso final na data da desmama (kg).
(3) MGTe: mérito genético total econômico.
(4) PM120g: efeito materno do peso aos 120 dias de idade (kg).
(5) PD210g: efeito direto do peso aos 210 dias de idade (kg).
(6) PD365g: efeito direto para peso aos 365 dias de idade (kg).
(7) PED365g: efeito direto para perímetro escrotal aos 365 dias de idade (cm).
(8) ACABg: acabamento de carcaça (mm).
(9) STAYg: longevidade (%).
(10) PP30g: probabilidade de parto precoce (%).
Letra g minúsculas, em cada característica, significam diferenças esperadas na progênie calculadas assistidas por valores genômicos.

Tabela 1. Continuação.

Após a separação, os dois grupos de animais 
foram mantidos em um dos dois planos nutricionais 
(PN1: controle e PN2: tratamento), com 17 fêmeas 
por tratamento, para avaliar a produção de ovócitos, 
o desempenho para crescimento e as variáveis de 
carcaça. Os planos nutricionais de cada tratamento 
foram aplicados em duas fases, no período seco e 
no período chuvoso. O tratamento PN1 consistiu em 
dietas utilizadas na estação seca e na estação das 
águas, quando os animais apresentaram uma varia-
ção de peso entre 170 e 240 kg na estação seca e 
entre 240 e 300 kg na estação das águas. A concen-
tração de energia (megacaloria por quilograma de 
matéria seca) e a estimativa de ingestão diária de 
energia metabolizável (megacaloria por dia) foram 
calculadas para ganhos de 0,400 e 0,650 kg/dia nas 
estações seca e das águas, respectivamente (Tabe-
la 1). O PN2 consistiu em dietas com concentrações 

de energia metabolizável mais elevadas que o PN1, 
projetando ganhos de 0,800 kg/dia para as épocas 
seca e das águas. Com base na estimativa de con-
sumo do volumoso, o PN2 foi calculado para conter 
18 e 6,8 megacalorias por quilograma de matéria 
seca a mais que o PN1 de energia metabolizável, 
o que, associado ao consumo de pasto ou silagem, 
permitiu um consumo estimado de 14% em média 
acima do PN1 de energia metabolizável diária (me-
gacaloria por dia) (Tabela 1).

Na época seca, os animais do PN1 permanece-
ram em pastos diferidos de braquiária (Urochloa bri-
zantha cultivar Brachiaria brizantha), com disponibi-
lidade mínima de 2 mil quilogramas por hectare de 
matéria seca, e os animais do PN2 foram mantidos 
em confinamento, com cocho de alimentação (for-
necido duas vezes ao dia) e água. Na época chuvo-
sa, os animais de cada tratamento permaneceram 
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em piquetes separados, de tal forma que, a cada 
semana, os animais de cada piquete eram trocados. 
Os pastos foram manejados com altura de entrada 
de 35 a 40 cm e de saída de 20 a 25 cm. As dietas 
foram formuladas para atingir um ganho de peso de 
400 g/dia, de acordo com os programas BR-Corte 
(Valadares Filho et al., 2016) e National Research 
Council (2016). Os animais foram pesados com je-
jum prévio de sólidos de 14 horas, em intervalos de 
28 dias. 

Ao final do período de avaliação da suplemen-
tação, foram mensuradas a área de olho de lombo 
(AOL), a espessura de gordura subcutânea (EG) 
e a espessura de gordura na garupa (P8) de cada 
animal, por meio de ultrassonografia de carcaça. 
A AOL e a EG foram mensuradas entre a 12ª e a 
13ª costelas, transversalmente sobre o músculo 
Longissimus dorsi, enquanto a P8 foi mensurada 
na garupa, entre os ossos ílio e ísquio, na intersec-
ção dos músculos glúteo médio e bíceps femoral. 
Essas características foram mensuradas utilizando 
equipamento de ultrassom Aloka 500V (Tóquio, Ja-
pão), com probe linear de 17,5 cm e frequência de 
3,5 MHz, utilizando-se acoplador de silicone e óleo 
vegetal como acoplador acústico. O acabamento da 
carcaça (ACAB) foi calculado considerando o soma-
tório de EG multiplicado por 35% e P8 multiplicado 
por 65%.

Após 3 meses de suplementação, ou seja, aos 
9,5 meses de idade, os animais de ambos os gru-
pos foram submetidos à OPU a cada 21 dias, du-
rante 3 meses, sem prévia sincronização da onda 
folicular. Antes de cada sessão de OPU, a presen-
ça de corpo lúteo nos ovários das novilhas foi ava-
liada por meio de um aparelho de ultrassom modo 
B (SSD 500; Aloka, Tóquio, Japão), equipado com 
uma sonda retal linear de 7,5 MHz, para monitorar o 
início da puberdade. A aspiração folicular foi realiza-
da utilizando um ultrassom modo B em tempo real 
(HS 1500; HondaVR, Toyohashi, Japão), equipado 
com um transdutor convexo de 7,5 MHz (HondaVR, 
Toyohashi, Japão).

Os COCs recuperados foram classificados 
quanto à qualidade em graus 1, 2, 3 ou 4, com base 
no número de camadas, na expansão das células 
do cumulus e na aparência citoplasmática em ter-
mos de cor, homogeneidade e integridade. Apenas 
os ovócitos de graus 1 a 3, considerados de maior 
potencial para desenvolvimento em embriões (STO-
JKOVIC et al., 2001), foram considerados viáveis, 
e em seguida maturados e utilizados para fecun-
dação. Resumidamente, 30 COCs foram cultiva-
dos em um criotubo de 2,0 mL com 600 µL de meio 
de maturação in vitro coberto com 250 µL de óleo 

mineral. O meio de maturação consistiu em TCM199 
com sais de Earle (Thermo Fisher Scientific, EUA), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, 
V/V), 0,2 mM de piruvato, 5 µg/mL de hormônio lu-
teinizante, 1 µg/mL de hormônio folículo-estimulan-
te, 75 µg/mL de amicacina e 1 mM de cistamina. 
Os COCs foram maturados por 22 a 24 horas a  
38,5 °C, em 5% de CO2 e alta tensão de O2. Em se-
guida, os COCs foram transferidos para uma solu-
ção de 100 µL de meio de fecundação, composto 
por Tyrode-albumina-lactato-piruvato suplementado 
com 6 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 0,2 
mM de piruvato, 30 µg/mL de heparina, 20 µM de 
penicilamina, 10 µM de hipotaurina, 1 µM de epine-
frina e 75 µg/mL de amicacina.

Para a fecundação in vitro (FIV), foi utilizado sê-
men comercial convencional de touro Nelore com 
fertilidade comprovada in vitro. Cada gota de COC 
foi fertilizada com uma concentração final de 1 x 106 
espermatozoides/mL, por 18 horas a 38,5 °C, 5% de 
CO2 e alta tensão de O2. Os zigotos foram transferi-
dos para soluções (200 µL) de meio fluido sintético 
modificado do oviduto, suplementado com 2,7 mM 
de mio-inositol, 0,2 mM de piruvato, 2,5% de SFB 
(V/V), 5 mg/mL de BSA e 75 µg/mL de amicacina, e 
cultivados nas mesmas condições das fases de ma-
turação e fecundação. Os embriões foram cultivados 
por 7 dias, com avaliações no dia 2 para clivagem e 
no dia 7 para determinação da taxa de produção de 
blastocistos. Foram mensuradas também a recupe-
ração total de ovócitos, a qualidade dos ovócitos e a 
quantidade de ovócitos viáveis.

Foi utilizado delineamento experimental casuali-
zado. Todas as análises foram realizadas utilizando 
o programa estatístico R (2021) (versão 3.5.1). A ho-
mogeneidade da variância foi avaliada pelo teste de 
Levene e a normalidade dos dados foi verificada 
pelo teste de Shapiro-Wilk. A variação no número 
de COCs entre as sessões de OPU foi determinada 
considerando-se o aumento da idade dos animais. 
A análise de variância (Anova) foi utilizada para de-
tectar diferenças estatísticas, e o teste t de Student 
foi empregado para comparar as médias de cada 
tratamento. Para comparar as taxas, foram utiliza-
dos o teste Anova e o teste t de Student entre os 
grupos. Adotou-se essa estratégia, pois as variáveis 
atendiam aos pressupostos necessários para a uti-
lização de testes paramétricos, como distribuição 
normal e homogeneidade das variâncias. Esses 
resultados foram confirmados pelo teste de Bonfer-
roni. O nível de 5% de probabilidade foi considera-
do como limiar de significância para todos os testes 
estatísticos.
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Experimento 2
Neste estudo, 11 fêmeas Nelore PO da Fazen-

da Asa Branca, GO, sem seleção genética prévia, 
foram suplementadas dos 7 aos 13 meses de idade 
com silagem de milho e concentrado energético-pro-
teico, de acordo com a metodologia da dieta PN2 do 
primeiro experimento. Após 3 meses de suplemen-
tação alimentar (10 meses de idade), oito novilhas 
pré-púberes (com passagem vaginal para guia de 
OPU) foram submetidas à aspiração folicular (OPU) 
mensalmente, sem prévia sincronização da onda fo-
licular, durante 4 meses. Ovócitos de cinco vacas 
adultas também foram obtidos por OPU e usados 
como grupo controle. As vacas utilizadas já tinham 
um padrão de população folicular previamente co-
nhecido e produção de embriões in vitro. O sêmen 
utilizado também possuía histórico de fertilidade no 
laboratório.

Os ovócitos recuperados foram divididos nos se-
guintes grupos experimentais para avaliar o benefí-
cio do uso da melatonina na competência ovocitária 
e na produção de embriões de novilhas pré-púbe-
res: (1) ovócitos de novilhas maturados in vitro com 
melatonina 10-9 M; (2) ovócitos de novilhas matura-
dos com melatonina 10-9 M e embriões cultivados 
com melatonina 10-9 M; (3) ovócitos de vacas sem 
melatonina (controle). A recuperação total dos ovó-
citos, a qualidade dos ovócitos, os ovócitos viáveis 
e as taxas de blastocistos no sétimo dia de cultivo 
foram avaliados entre os grupos. A melatonina não 
foi utilizada para as vacas, pois elas foram usadas 
apenas como controle do sistema in vitro e como re-
ferência para a produção de embriões de um animal 
adulto (com eixo hipotálamo-hipófise desbloqueado 
e ciclando), em comparação com a produção de em-
briões das novilhas pré-púberes (sem corpo lúteo).

Ao final do período, as 11 novilhas foram sub-
metidas ao protocolo de indução da puberdade e in-
seminadas em tempo fixo (IATF) com o mesmo sê-
men utilizado no processo de produção de embriões 
in vitro (Figura 1). Após 30 dias da inseminação, foi 
realizado diagnóstico de gestação por ultrassono-
grafia e a taxa de prenhez foi calculada para confir-
mação da prova de conceito de exploração máxima 
da fêmea Nelore jovem por FIV e IATF.

Neste experimento, a normalidade dos dados 
foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando o 
teste Anova detectou diferenças estatísticas, o teste 
de Tukey foi utilizado para comparar os tratamentos. 
Todos os testes estatísticos foram realizados consi-
derando o nível de 5% de probabilidade.

1,0 mL Sincrogest (progesterona)
injetável

intervalo mínimo de 12 dias

1,0 mL SincroCP (cipionato de estradiol)

Início do 
protocolo 

de IATFDia 0 Dia 12 ≥ Dia 24

Sincrogest: dispositivo intravaginal.
SincroCP: indutor de ovulação.
IATF: inseminação artificial em tempo fixo.

Figura 1. Protocolo de indução de puberdade e insemina-
ção em tempo fixo em fêmeas superprecoces.

Resultados e discussão
Considerando a diferença entre o peso médio 

inicial e o peso médio final, os animais suplementa-
dos com o PN2 apresentaram maior ganho de peso 
médio que os animais do PN1 (p = 0,0133; Tabe-
la 3). O peso acumulado dos animais foi ligeiramen-
te diferente entre os grupos, com os animais do PN2 
pesando, aproximadamente, 15 kg a mais que os 
animais do PN1 (284,88 ± 20,19 x 298,19 ± 25,15 
para o PN1 e PN2, respectivamente). 

Segundo Mousquer et al. (2014), a ciclicidade 
reprodutiva de fêmeas bovinas é consequência de 
uma série de eventos hormonais e está mais rela-
cionada ao peso corporal do que à idade, o que foi 
confirmado por Gregianini et al. (2021) ao avalia-
rem novilhas Nelore com idade média de 12 meses. 
Nesses estudos, o peso médio das novilhas que 
emprenharam foi de 287,27 ± 30,28 kg, enquanto 
o das fêmeas vazias foi de 274,84 ± 29,14 kg, in-
dicando influência do peso na puberdade sobre a 
ocorrência de prenhezes. Porém, no presente estu-
do, as fêmeas de ambos os tratamentos não apre-
sentavam corpo lúteo no ovário e permaneceram 
pré-púberes, ainda que os animais do PN2 tenham 
atingido o peso sugerido para iniciar a reprodução. 
Com um desenvolvimento corporal adequado, po-
de-se utilizar um protocolo hormonal para induzir a 
puberdade, seguido de inseminação artificial.

Animais com peso corporal mais elevado à ma-
turidade tendem a atingir a puberdade de forma 
tardia (Lacerda et al., 2018), além de iniciar a de-
posição de gordura em uma idade mais avançada. 
Entretanto, o maior PC das novilhas suplementadas 
com o PN2 reflete em um aumento na velocidade 
de crescimento e desenvolvimento corporal ainda 
em menor idade, o que pode antecipar a condição 
corporal necessária para o desencadeamento da 
puberdade. Estudos demonstraram que a associa-
ção entre o peso corporal e características indica-
doras de precocidade sexual, como a probabilidade 
de parto precoce e/ou idade ao primeiro parto, na 
raça Nelore é de baixa a moderada, mas favorável, 
especialmente quando avaliada em idades mais 
jovens (Kluskaa et al., 2018). Isso provavelmente 
ocorre porque animais mais jovens, com maior taxa 



8 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 418

de crescimento, apresentam rápido desenvolvimen-
to corporal, incluindo início antecipado da deposição 
de gordura, tecido precursor de hormônios que le-
vam ao desenvolvimento do aparelho reprodutivo e à 
maturidade sexual (Pires et al., 2017; Andrade et al., 
2020; Gregianini et al., 2021; Brunes et al., 2022). 
Esses relatos corroboram os resultados obtidos no 
presente estudo e sugerem que melhorias na estra-
tégia nutricional que levem a um maior peso corporal 
possibilitam a produção de novilhas com maior pre-
cocidade e fertilidade sexual, em menor idade.

Os resultados das análises das característi-
cas morfométricas estão apresentados na Tabela 
4 e na Figura 2. Os valores de AOL não diferiram 
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entre os dois grupos de tratamento. Os animais su-
plementados com o PN2 tiveram média para EG 
de 3,70 ± 0,59 mm, significativamente maior que a 
dos animais do PN1 (3,11 ± 0,48 mm; p=0,013). Da 
mesma forma, a P8 média dos animais do PN2 foi 
significativamente maior que a dos animais do PN1, 
com valor de 1,11 mm a mais (p = 0,001). Os ani-
mais do PN2 apresentaram melhor acabamento 
de carcaça em comparação aos animais do PN1  
(p < 0,0001). Assim, animais que receberam maior 
oferta de energia (PN2) apresentam maior acúmu-
lo de gordura em comparação àqueles alimentados 
com menor aporte de energia (PN1), justificando 
também os resultados obtidos quanto ao maior nú-
mero de ovócitos recuperados e viáveis (Tabela 3).

Tabela 3. Ganho de peso médio mensal e diferença entre pesos iniciais e finais dos tratamentos de suplementação ali-
mentar PN1 e PN2 em novilhas Bos indicus da raça Nelore pré-púberes.

Peso Plano nutricional(1)
Valor de PPN1 PN2

Peso 0 163,13 ± 18,42 162,31 ± 16,96 0,4484

Peso 1 180,12 ± 18,02 178,31 ± 16,00 0,3813

Peso 2 196,06 ± 19,21 206,69 ± 18,23 0,0567

Peso 3 203,94 ± 20,03 b 222,53 ± 18,57 a 0,0048

Peso 4 227,00 ± 23,60 230,75 ± 18,35 0,3066

Peso 5 237,35 ± 19,13 244,94 ± 21,19 0,1450

Peso 6 262,76 ± 19,91 272,25 ± 20,51 0,0941

Peso 7 284,88 ± 20,19 298,19 ± 25,15 0,0534

Ganho de peso(2) 120,71 ± 13,81 b 135,88 ± 18,55 a 0,0133
(1) PN1: controle. PN2: tratamento.
(2) Diferença entre o peso médio inicial (peso 0) e peso médio final (P7) entre os tratamentos PN1 e PN2.
Diferentes letras na mesma linha indicam diferença estatística (P < 0,05).

Tabela 4. Parâmetros (médias ± desvio-padrão) do desenvolvimento corporal de novilhas Bos indicus da raça Nelore 
pré-puberes submetidas a dois planos nutricionais.

Parâmetro Plano nutricional(1)
Valor de PPN1 PN2

Área de olho de lombo (cm2) 50,16 ± 2,13 48,78 ± 2,25 0,075

Espessura de gordura subcutânea (mm) 3,11 ± 0,48 b 3,70 ± 0,59 a 0,013

Espessura de gordura na garupa (mm) 4,12 ± 0,99 b 5,23 ± 0,56 a 0,001

Acabamento (mm) 3,68 ± 0,64 b 4,70 ± 0,48 a 0,001
(1) PN1: controle. PN2: tratamento.
Letras minúsculas na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05).

Figura 2. Imagens da área de olho de lombo 
(A) e espessura de gordura (B) mensuradas 
por ultrassono grafia em novilhas Bos indicus 
da raça Nelore pré-puberes suplementadas 
com o plano nutricional 2.
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A gordura corporal é importante para o desen-
cadeamento da puberdade e para atingir a maturi-
dade sexual, pois, associada à taxa de ganho de 
peso, atua como um indicador da condição corpo-
ral, modulando a frequência e os pulsos do hormô-
nio liberador de gonadotrofina (GnRH) no sistema 
nervoso central, iniciando a atividade do eixo hipo-
talâmico e desencadeando a puberdade (Randel; 
Welsh, 2013). Animais alimentados com o PN2 não 
só apresentavam maior gordura corporal do que os 
animais do PN1, mas provavelmente também apre-
sentavam maior proporção de gordura visceral, pois 
é alta a correlação entre gordura de acabamento e 
gordura visceral quando medidas por ultrassonogra-
fia (Ribeiro et al., 2008). O conteúdo total de gordura 
corporal pode antecipar a puberdade em novilhas. 
Segundo Basarab et al. (2011), a gordura corporal 
pode ser responsável por diferenças metabólicas e 
na maturação reprodutiva de animais jovens.

Foi observado maior crescimento corporal e 
deposição de gordura nos animais suplementados 
com o PN2, que apresentou maior concentração 
energética, sendo formuladas para maiores taxas 
de ganho de peso. Este comportamento pode ter 
influenciado positivamente o aumento do número 
de ovócitos viáveis, levando ao mesmo potencial 
de desenvolvimento embrionário que os ovócitos 
de vacas adultas. As novilhas alimentadas no PN1 
tiveram o comportamento esperado para o plano nu-
tricional quanto ao ganho de peso.  Por outro lado, 
espera-se que novilhas alimentadas com dietas que 
não atendam às suas exigências nutricionais produ-
zam ovócitos de qualidade inferior e taxas reduzidas 
de clivagem embrionária e de blastocistos em com-
paração com animais com escore de condição corpo-
ral moderado alimentados com dietas que atendem 
às suas necessidades. Da mesma forma, o excesso 
de peso e de gordura na carcaça de novilhas está 
correlacionado com embriões de baixa qualidade e 
taxas de prenhez reduzidas (Horn et al., 2022).

Segundo Ashworth et al. (2009), o aporte nutri-
cional adequado aumenta a capacidade reprodutiva 
de novilhas por meio da melhoria na qualidade dos 
gametas e da competência embrionária. Por outro 
lado, o elevado consumo de alimento pode levar à 
obesidade e à redução do desempenho desses ani-
mais (Bagley, 1993). Os efeitos da obesidade sobre 
a qualidade do ovócito e a fertilidade são comple-
xos. No entanto, há relatos de que a obesidade pode 
levar ao dano mitocondrial, à resposta ao estresse 
do retículo endoplasmático e à síntese hormonal 
desregulada em células da granulosa, enquanto ne-
nhuma dessas alterações ocorre em indivíduos com 
peso corporal normal (Si et al., 2021). As células da 

granulosa desempenham um papel importante no 
desenvolvimento de ovócitos e folículos, incluindo a 
secreção de nutrientes e hormônios essenciais para 
o crescimento folicular, proporcionando um micro-
ambiente adequado para a meiose e a maturação 
do ovócito (Komatsu; Masubuchi, 2018). Outro fator 
que pode levar à má qualidade do ovócito em in-
divíduos com excesso de peso e gordura corporal 
é a exposição das células ovarianas a altos níveis 
de ácidos graxos. Essa exposição pode resultar em 
uma resposta inflamatória nos folículos ovarianos, 
produção excessiva de andrógenos ovarianos atra-
vés da oxidação ineficaz de ácidos graxos livres nas 
mitocôndrias (Gervais et al., 2015), resistência à in-
sulina (Xu et al., 2019), danos oxidativos ao DNA, 
diminuição dos níveis de estradiol, baixas taxas 
de ovulação e qualidade ovocitária comprometida 
(Chaube et al., 2014; Si et al., 2021). No presente 
estudo, o PN2 foi suficiente para promover desen-
volvimento corporal adequado e deposição modera-
da de gordura, sem levar a hiper-nutrição e prejuí-
zos ao desempenho reprodutivo dos animais.

No experimento 1, as novilhas Nelore pré-pú-
beres que receberam a dieta do PN2 apresentaram 
49% mais ovócitos recuperados que os animais do 
PN1 (p = 0,018; Tabela 5). O número total de ovó-
citos viáveis por OPU foi aproximadamente 42% 
maior nos animais do grupo suplementado com 
PN2 em comparação ao suplementado com PN1  
(p = 0,049; Tabela 5).

Tabela 5. Número de ovócitos recuperados e viáveis (mé-
dia ± desvio-padrão) obtidos por aspiração intrafolicular 
guiada por ultrassom de novilhas Bos indicus da raça Ne-
lore pré-púberes alimentadas com diferentes planos nutri-
cionais (PN).

Variável
Plano nutricional(1)

Valor
de PPN1 PN2

Ovócitos 
recuperados 99,00 ± 19,85 b 148,25 ± 20,76 a 0,018

Ovócitos 
viáveis 79,75 ± 14,82 b 113,25 ± 21,40 a 0,049

(1) PN1: controle. PN2: tratamento.
Números com letras minúsculas na mesma linha apresentam di-
ferenças estatísticas significativas (P < 0,05).

No presente estudo, observou-se que o núme-
ro de COCs recuperados por OPU foi 1,49 vezes 
maior, com 1,42 vezes mais ovócitos viáveis em no-
vilhas Nelore pré-púberes alimentadas com o PN2, 
que continha maiores níveis de EM. Embora não 
tenha sido mensurado, esses achados indicam indi-
retamente que uma maior população folicular estava 
presente nos ovários das novilhas suplementadas 
com maior nível de EM, principalmente porque foi 
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observada uma baixa variação no número de COCs 
entre as OPU. Esses resultados podem ser atribuí-
dos aos efeitos positivos do aumento da energia na 
dieta, levando ao maior desenvolvimento corporal, 
à moderada deposição de gordura e à maior dispo-
nibilidade de metabólitos, melhorando o equilíbrio 
hormonal em novilhas pré-púberes. Segundo Sartori 
et al. (2017), fatores de manejo, como tipo de die-
ta, consumo de alimento e ingestão de energia, têm 
grande impacto na quantidade e qualidade do ovóci-
to. Esses fatores podem afetar os níveis circulantes 
de insulina e IGF-1, e estão diretamente envolvidos 
na função do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, afe-
tando o desempenho reprodutivo, como observa-
do neste estudo. O número de ovócitos viáveis foi 
superior ao relatado por Silva (2022a), que obteve 
20,60 ± 5,12 ovócitos viáveis por OPU em novilhas 
Nelore pré-púberes da mesma idade dos animais 
deste estudo. Não houve diferença significativa na 
taxa de clivagem entre os tratamentos (p = 0,57; Ta-
bela 6). Entretanto, os animais suplementados com 
o PN2 apresentaram taxa de blastocisto D7 superior 
à dos animais suplementados com o PN1 (p=0,047; 
Tabela 6).

Tabela 6. Taxas de clivagem e blastocistos de novilhas 
Bos indicus da raça Nelore pré-púberes alimentadas com 
diferentes planos alimentares.

Variável
Plano nutricional(1)

Valor
de PPN1 PN2

Taxa de clivagem 82,4 
(206/250)

81,9 
(295/360)

0,57

Taxa de blastocisto 24,4 
(61/250)

29,7 
(108/360)

0,047

(1) PN1: controle. PN2: tratamento.

Embora tenha sido relatado que novilhas pré-
-púberes possam produzir embriões viáveis (Taneja 
et al., 2000), ovócitos de fêmeas jovens apresentam 
menor capacidade de desenvolvimento embrionário 
do que ovócitos de vacas adultas (Presicce et al., 
1997; Majerus et al., 1999). Esse comportamen-
to pode ser atribuído a diferenças citoplasmáticas 
(Salamone et al., 2001) e/ou nucleares (Aston et al., 
2006). Além disso, sabe-se que os ovócitos de no-
vilhas pré-púberes têm um número menor de trans-
critos do que os de fêmeas bovinas púberes (Dorji 
et al., 2012). Por outro lado, os animais que consu-
miram maior nível de EM provavelmente apresenta-
ram maior produção de propionato e, consequente-
mente, mais IGF-1 e progesterona, o que pode ter 
alterado o desenvolvimento do blastocisto nas novi-
lhas. Um efeito positivo que apoia essa teoria é que 
os animais do PN2 produziram 43% mais embriões 

do que os do PN1 (Tabela 6). Esses resultados cor-
roboram a teoria de Santos et al. (2008), que afir-
maram que o manejo nutricional pode influenciar a 
capacidade dos ovócitos dentro dos folículos e dos 
óvulos fecundados, levando a embriões com alto 
potencial de desenvolvimento.

A maior taxa de blastocistos D7 das novilhas do 
PN2, em comparação às do PN1, indica um efeito 
benéfico da oferta de dietas ricas em energia em um 
curto período, podendo levar ao aumento da produ-
ção de hormônios, como a insulina. No entanto, é 
importante ressaltar que a ingestão elevada ou ex-
cessiva de energia durante um longo período tem 
um efeito negativo na taxa de blastocistos (Baruselli 
et al., 2012). A taxa de formação de blastocistos 
de novilhas do PN2 foi superior à relatada por Sil-
va (2020), que obteve valores de 19,2% avaliando 
novilhas Nelore com 12 mês de idade. A taxa de 
produção de blastocistos encontrada no presente 
estudo também foi superior à relatada por Baruselli 
et al. (2016), com valores de 20,2% em novilhas 
pré-púberes entre 8 e 12 meses de idade, e por Sil-
va (2022a), que relatou uma taxa de blastocisto de 
27,1% em novilhas Nelore com 13 meses de idade.

Quando novilhas pré-púberes sem seleção 
genética prévia foram suplementadas com a dieta 
PN2, não foram observadas diferenças estatísticas 
significativas no número de ovócitos graus 1, 2, 3 e 4 
entre as categorias de novilhas pré-púberes e vacas 
adultas (Tabela 7). Também não foram encontradas 
diferenças no número de ovócitos recuperados e vi-
áveis em função da categoria de fêmeas avaliadas, 
indicando um benefício da suplementação alimen-
tar. Na Figura 3, estão apresentadas imagens de 
ovócitos selecionados para maturação e embriões 
em D7 de novilhas Nelore pré-púberes suplementa-
das com o PN2.

Tabela 7. Número de ovócitos totais e viáveis recupera-
dos em novilhas Bos indicus da raça Nelore pré-púberes 
suplementadas e vacas.

Variável Novilha pré-
-púbere Vaca Valor 

de P

Ovócitos 
recuperados

28,47 ± 5,80 32,02 ± 14,21 0,627

Ovócitos viáveis 23,62 ± 5,58 25,11 ± 11,78 0,805

Ovócitos grau 1 2,41 ± 1,12 1,66 ± 0,56 0,216

Ovócitos grau 2 14,57 ± 6,26 12,77 ± 7,72 0,696

Ovócitos grau 3 6,65 ± 1,53 4,82 ± 1,70 0,112

Ovócitos grau 4 4,84 ± 5,80 6,90 ± 1,87 0,513
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Figura 3. Ovócitos selecionados para maturação e embriões em D7 de novilhas Bos indicus da raça Nelore pré-púberes 
suplementadas com o plano nutricional 2.

Os resultados obtidos demonstram um efeito 
positivo da suplementação nutricional no desempe-
nho reprodutivo de fêmeas jovens, associado a um 
melhor desenvolvimento corporal (Tabela 4). Como 
mencionado, o nível alimentar tem grande impacto 
na qualidade dos ovócitos (Sartori et al., 2017). As-
sim, caso as exigências nutricionais não sejam su-
pridas, isso pode atrasar a puberdade e o desenvol-
vimento do sistema reprodutor (Day et al., 1987). Por 
outro lado, o PN2 utilizado foi capaz de promover o 
adequado desenvolvimento das novilhas avaliadas. 
Fêmeas alimentadas com maior aporte nutricional 
apresentam maiores níveis de IGF-1, hormônio fun-
damental para a função folicular ovariana normal, e 
isso pode explicar a puberdade precoce em novilhas 
(Catussi et al., 2023), além do número similar de 
ovócitos viáveis entre novilhas pré-púberes e vacas 
adultas obtido neste estudo.

Além disso, quando ovócitos e embriões de no-
vilhas pré-púberes foram cultivados adicionalmente 
com melatonina a 10-9 M, observou-se que a taxa 
de blastocistos no D7 foi superior nesse tratamento 
em comparação ao uso da melatonina apenas na 
maturação ovocitária (Tabela 8), com valores simi-
lares aos de vacas adultas. Esses achados desta-
cam um efeito positivo da melatonina no cultivo de 
embriões de novilhas pré-púberes, que produziram 
13% mais embriões do que aquelas que tiveram a 
melatonina apenas na maturação ovocitária. Esse 
comportamento pode ser atribuído ao efeito que a 
suplementação de melatonina em diferentes meios 
de cultura de embriões bovinos in vitro exerce sobre 
a redução do número de células apoptóticas e do 
estresse oxidativo celular, levando a um melhor no 

desenvolvimento e na qualidade dos embriões (Mar-
ques et al., 2021), mesmo com ovócitos oriundos de 
fêmeas pré-púberes.

O presente estudo se caracteriza como o primei-
ro relato do efeito positivo da melatonina na fecun-
dação in vitro de ovócitos provenientes de fêmeas 
pré-púberes em sistema de alta tensão de O2. O uso 
da melatonina melhorou a competência ovocitária e 
aumentou as taxas de embriões nessa categoria, de 
forma similar à produção de embriões na categoria 
de vacas adultas (Tabela 8). A taxa de blastocistos 
de 38% neste estudo foi superior aos achados de 
Silva et al. (2022b) para novilhas de 13 meses (27% 
de blastocistos) e novilhas de 25 meses (35% de 
blastocistos), indicando uma associação benéfica 
entre uma abordagem de manejo nutricional e uma 
abordagem laboratorial com o uso da melatonina em 
ovócitos de fêmeas jovens Nelore (10 a 14 meses).

Além disso, a estratégia de suplementação nutri-
cional foi importante para o desenvolvimento corpo-
ral das novilhas pré-púberes, que alcançaram peso 
médio de 290,82 ± 53,9 kg aos 13 meses de idade. 
Isso permitiu a indução da puberdade, a insemina-
ção artificial e o alcance de uma taxa de prenhez 
de 54,40% (Figura 4). O resultado de prenhez obti-
do neste estudo foi superior ao relatado por Freitas 
(2015), que registrou 43% de prenhez em novilhas 
Nelore de 14 meses, após indução da puberdade e 
inseminação artificial em tempo fixo. Apesar do pe-
queno número de novilhas pré-púberes insemina-
das, esse resultado configura-se como uma prova 
de conceito da exploração máxima da genética de 
uma fêmea jovem por meio da fecundação in vitro e, 
em seguida, pela inseminação artificial.
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Tabela 8. Taxa de clivagem e blastocistos de novilhas Bos 
indicus da raça Nelore pré-púberes com diferentes trata-
mentos usando melatonina.

Tratamento Ovócito
Taxa de 

clivagem 
(%)

Taxa de 
blastocisto 

(%)

Novilhas pré-pú-
beres (mela-
tonina 10-9 M 
na maturação 
ovocitária)

390 77,69% 
(303/390)

25,38 
(99/390) b

Novilhas pré-pú-
beres (melato-
nina 10-9 M na 
maturação ovo-
citária e cultivo 
embrionário)

362 85,35% 
(309/362)

38,12 
(138/362) a

Vacas (controle) 237 82,29% 
(237/288)

41,66 
(120/288) a

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísti-
cas (P < 0,05).
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Figura 4. Percentagem de novilhas precoces (14 meses) 
inseminadas em tempo fixo (IATF) após suplementação 
alimentar que foram diagnosticas como prenhes.

Conclusões
1) Novilhas Nelore pré-púberes que receberam 

dietas com maior densidade energética (PN2) 
durante a recria apresentaram aumento no nú-
mero de ovócitos recuperados, ovócitos viáveis 
e embriões produzidos in vitro. Além disso, essas 
novilhas mostraram maior peso e deposição de 
gordura corporal, permitindo que as fêmeas atin-
gissem o peso e a condição corporal sugeridos 
para a entrada na reprodução aos 12–14 meses 
de idade. O uso de planos nutricionais com maior 
densidade energética por um período durante a 
fase que antecede a puberdade de novilhas Ne-
lore é uma estratégia indicada para maximizar 
a eficiência reprodutiva, com aumento na pro-
dução de embriões e melhorias na preparação 

das fêmeas para um programa de inseminação 
artificial.

2) O uso de melatonina durante a maturação ovoci-
tária e o cultivo embrionário de ovócitos oriundos 
de novilhas pré-púberes melhora ainda mais a 
taxa de blastocistos no D7. Dessa forma, des-
taca-se a importância do cuidado nutricional no 
início do crescimento da fêmea, bem como o 
uso da melatonina para a produção de embriões 
em sistema de alta tensão de oxigênio, contro-
lando radicais livres e melhorando a qualidade 
embrionária.
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