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Desempenho de novilhas Holandês na produção de embriões
F1 Holandês-Zebu, em condições tropicais

Performance of Holstein heifers for F1 Holstein-Zebu embryo production,
in tropical conditions
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Resumo

A produção in vivo de embriões bovinos é uma alternativa para a formação e manutenção de rebanhos mestiços F1
destinados à produção de leite. Objetivou-se estudar o potencial de utilização de novilhas da raça Holandês, mantidas em
pasto e suplementadas, como doadoras de embrião, nas épocas de verão e inverno. Procederam-se superovulação e
coleta de embriões em sete novilhas em cada época. Foram obtidos os dados climáticos, a temperatura retal e a frequência
respiratória das doadoras. No verão, observou-se maior índice de temperatura e umidade (ITU) às 6h, 12h e 18h, bem como
maior (P<0,05) temperatura retal das doadoras às 18h. A porcentagem de animais que respondeu à superovulação foi de
71,4% (5/7) no inverno e 85,7% (6/7) no verão. O número total de estruturas recuperadas por doadora variou de um a 49 no
inverno, e de zero a 23 no verão. Não houve diferença (P>0,05) na média de estruturas recuperadas (20,14±17,47 vs.
8,57±9,40), embriões viáveis (14,57±11,91 vs. 7,14±7,24) e congeláveis (13,28±11,39 vs. 6,57±6,24) obtidos no inverno e no
verão, respectivamente. Sob as condições estudadas, novilhas da raça Holandês podem ser utilizadas para a produção de
embriões F1, tanto no verão, quanto no inverno.
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Abstract

In vivo embryo production (embryo transfer) is an alternative for F1 dairy herds formation and maintenance. The aim of this
study was to evaluate the potential of utilization of grazing and supplemented Holstein heifers as embryo donors in summer
or winter. Superovulation was performed in seven heifers on each season. Climatic parameters, as well as rectal temperature
and respiratory rate of donors were measured. Temperature and humidity index (THI) was higher (p<0.05) in summer at 6:00,
12:00 and 18:00, as rectal temperature at 18:00. Response to superovulation was observed in 71.4% (5/7) and 85.7% (6/7) of
donors in winter and summer, respectively. Total ova/embryo recovered varied from 1 to 49 in winter and 0 to 23 in summer.
Average ova/embryo, viable and freezable embryo was respectively, 20.14±17.47; 14.57±11.91 and 13.28±11.39 in winter and
8.57±9.40; 7.14±7.24 and 6.57±6.24 in summer (P>0.05). Holstein heifers can be used as embryo donors in both summer
and winter, under the given conditions.

Keywords: embryo transfer, heifers, season, superovulation.

Introdução

Animais obtidos a partir do cruzamento F1 Holandês x Zebu
apresentam maior eficiência econômica para a produção de
leite em relação a outros cruzamentos, em condições
tropicais (Madalena et al., 1990). No entanto, a reposição
contínua desse genótipo, em rebanhos leiteiros, ainda é um
desafio a ser estabelecido. A produção in vivo de embriões,
mais comumente denominada transferência de embriões
(TE), é uma alternativa a ser considerada para a formação e
manutenção de rebanhos que visam utilização de fêmeas
F1 para a produção de leite.

Os parâmetros climáticos observados em diferentes épocas
do ano podem influenciar a produção de embriões a partir
da superovulação, principalmente em animais taurinos. Tal
fato relaciona-se com a maior susceptibilidade dessa
subespécie ao estresse calórico, decorrente das altas
temperatura e umidade ambiente observadas na época de
verão em países de clima tropical. Os efeitos deletérios da
hipertermia são bastante pronunciados durante as primeiras
clivagens do embrião (Putney et al., 1989; Ealy et al., 1993).
Até sete dias de gestação, embriões apresentam alta
sensibilidade ao estresse calórico (Hansen e Ealy, 1991)
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sendo que sua resistência a esse tipo de estresse aumenta
à medida que se desenvolvem (Edwards e Hansen, 1997).

Vacas em lactação são mais susceptíveis ao estresse
calórico (Sartori et al., 2002). Além disso, sofrem aumento
das concentrações plasmáticas e intra-foliculares de me-
tabólitos deletérios à qualidade dos oócitos e, consequen-
temente, à dos embriões (Leroy et al., 2004). Isso se relaciona
com a menor qualidade de estruturas recuperadas a partir
da superovulação de vacas em lactação (Sartori et al., 2002,
Leroy et al., 2005). Por outro lado, além de serem mais
tolerantes a temperaturas elevadas, novilhas não sofrem os
efeitos da lactação, sendo, portanto, alternativa para a
produção de embriões F1 a partir da base materna Holandês,
em diferentes épocas do ano.

O objetivo deste trabalho foi estudar o potencial de utilização
de novilhas da raça Holandês como doadoras de embrião,
nas épocas de verão e inverno, em condições tropicais.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental Prof.
Hélio Barbosa (FEPHB), pertencente à Escola de Veterinária
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), situada
no município de Igarapé, MG (20o 04’ S e 44o 18’W Gr.). O
período experimental compreendeu duas épocas do ano:
inverno (26/07/2006 a 20/08/2006) e verão (17/01/2007 a 04/
02/2007).

Foram utilizadas 14 novilhas da raça Holandês, sete no inver-
no e sete no verão, com idade, peso e escore de condição
corporal de 23,8±3,4 meses, 355,8±43,6kg e 3,4±0,5,
respectivamente. A seleção das doadoras baseou-se no
exame ginecológico realizado por meio da palpação
transretal, sendo utilizadas aquelas que apresentaram pelo
menos dois ciclos estrais regulares prévios e ausência de
qualquer alteração clínica ou reprodutiva.

As novilhas foram mantidas em piquete de capim elefante
(Pennisetum purpureum Schum.), sendo oferecidos sal
mineral à vontade e 2kg de ração concentrada, por animal,
em cocho coletivo coberto. Adicionalmente, durante o inverno
as doadoras receberam de silagem de milho (Zea mays) ad
libitum e 2kg de polpa cítrica por animal.

Durante o período experimental foram obtidas a pluviosidade
e as temperaturas máximas e mínimas diárias, além das
temperaturas de bulbo seco e úmido em três momentos
diários (6h, 12h e 18h), utilizando-se pluviômetro presente
na fazenda e termômetros de máximas e mínimas, e de bulbo
seco e úmido, localizados em local coberto próximo ao
piquete onde se localizavam os animais. A umidade relativa
do ar (UR) foi calculada a partir das temperaturas de bulbo
seco e úmido, segundo Silva (2000). O índice de temperatura
e umidade (ITU) foi calculado pela seguinte fórmula: ITU =
0,72 x (BS + BU) + 40,6; sendo BS a temperatura do bulbo
seco e BU a temperatura do bulbo úmido (PIRES et al., 1999).
A temperatura retal (TR) e a frequência respiratória (FR)
também foram mensuradas às 6h, 12h e 18h.

A superovulação das doadoras foi realizada segundo o
protocolo: inserção de dispositivo intravaginal contendo 1,9g
progesterona,1 independentemente da fase do ciclo estral

(dia 0), e aplicação de 2mg de Benzoato de Estradiol2 pela
via intra-muscular (IM) no dia 1. A aplicação (IM) de FSH3

iniciou-se no dia 5, sendo administradas oito doses
decrescentes intervaladas de 12 horas totalizando 400 UI
distribuídas conforme descrito a seguir: 20%, 20%, 15%, 15%,
10%, 10%, 5% e 5%. Concomitantemente à sétima dose, foi
administrado (IM) 0,5mg de Cloprostenol Sódico,4 sendo o
dispositivo intravaginal retirado no momento da aplicação
da última dose de FSH. Após a retirada do dispositivo foi
realizada observação do estro três vezes ao dia (6h, 12h e
18h), por 60 minutos, com auxílio de rufião. Os animais foram
submetidos a três inseminações artificiais (IA) a cada de 12
horas, iniciando-se 12 horas após a detecção do estro,
utilizando-se sêmen comercial de touros da raça Gir, de
fertilidade comprovada.

As coletas dos embriões foram realizadas nos dias 6 ou 7
após a primeira IA. No dia da coleta, as doadoras foram
avaliadas por palpação transretal para a estimativa do
número de corpos lúteos em cada ovário. Considerou-se
que houve resposta à superovulação quando as doadoras
apresentaram mais de dois corpos lúteos à palpação.
Fêmeas com ausência de corpo lúteo em ambos ovários
não foram submetidas à coleta de embriões. Este
procedimento foi realizado em tronco coberto, pelo método
não-cirúrgico, em sistema fechado. Uma sonda de Foley5 foi
introduzida e fixada no corpo uterino para a lavagem
simultânea dos cornos uterinos. Para cada doadora, foram
utilizados 1000mL do meio Dulbecco Modificado.6 As
estruturas recuperadas foram avaliadas sob estereomicros-
cópio e classificadas, de acordo com seu estádio de
desenvolvimento e qualidade, segundo Linder e Wright
(1983).

Os dados de temperatura máxima e mínima, temperatura
ambiente, umidade relativa do ar (UR) e índice de
temperatura e umidade (ITU), obtidos nos diferentes horários
durante os processos de superovulação e coleta de
embriões; bem como idade, peso e intervalo da retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona e ao estro, foram
submetidos à análise de variância, considerando-se o efeito
fixo de tratamento, e as médias comparadas entre as duas
épocas do ano pelo teste F. Para a comparação da FR e TR,
foram considerados os valores obtidos nos seguintes dias:
inserção do dispositivo intravaginal de progesterona, início
das aplicações de FSH, retirada do dispositivo intravaginal
de progesterona, e dia do estro até a coleta dos embriões.
Procedeu-se a análise de variância desses dados,
considerando-se os efeitos de época, dia da mensuração e
sua interação, sendo as médias comparadas pelo teste F.
Os resultados da coleta dos embriões (número de estruturas
totais, viáveis, congeláveis, degeneradas e não fecundadas,
e de embriões excelentes, bons e regulares) foram
analisados pelo teste de Wilcoxon. As análises foram
realizadas utilizando-se o programa estatístico SAEG
(Fundação Arthur Bernardes – UFV), versão 9.1.

2 Estrogin – Farmavet, Brasil.
3 Pluset – Calier, Espanha.
4 Ciosin – Shering-Plought, Brasil.
5 Rusch, Malásia.
6 DMPBS – Nutricell, Brasil.1 CIDR – Pfizer, Brasil.
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Resultados e discussão

Os parâmetros climáticos referentes às duas épocas de
produção dos embriões encontram-se na Tabela 1.

As médias das temperaturas ambiente e do ITU obtidas nos
horários das 12 horas, nas duas épocas, e no horário das
18h, no verão, foram superiores aos limites estabelecidos
para conforto térmico de bovinos, que são de 25°C (Shearer
e Beede, 1990) e 72 (Armstrong, 1994), para temperatura
ambiente e ITU, respectivamente. Logo, os animais
permaneceram sob condições ambientais potencialmente
estressantes nas duas épocas. Além disso, durante o verão,
a exposição a essas condições ocorreu por período mais
longo, com valores que ultrapassaram os limites de conforto
tanto às 12 horas, quanto às 18 horas.

A FR das novilhas foi maior (P<0,05) no verão em relação
ao inverno, nos três horários analisados (Figura 1).

Segundo Shearer e Beede (1990), a partir de 21°C de
temperatura ambiente, bovinos passam a util izar a
evaporação através das vias respiratórias como principal
forma de dissipação de calor. Assim, as médias de
temperatura ambiente acima de 20,5°C, e os maiores valores
de UR e de ITU, observados no verão, se relacionam com a
maior FR das novilhas nessa época. O aumento na FR foi,
provavelmente, eficiente para a dissipação do calor às 6h e
12h, pelo fato de que as temperaturas retais se mantiveram
semelhantes nas duas épocas (P>0,05) (Figura 2). No
entanto, às 18h, observou-se maior (P<0,05) TR no verão
em relação ao inverno, o que pode estar relacionado com o

maior ganho e a menor eficiência de perda de calor por
evaporação, em decorrência do elevado ITU observado nesse
horário, durante o verão.

Todas as fêmeas, durante o
inverno, apresentaram estro após
a retirada do dispositivo intrava-
ginal de progesterona, enquanto
que no verão, uma não apresen-
tou. A percentagem de animais que
responderam à superovulação foi
de 71,4% (5/7) no inverno e 85,7%
(6/7) no verão. Os dois animais
que não responderam à supero-
vulação, no inverno, apresentaram
um ou dois corpos lúteos no dia
da coleta, sendo recuperados um
e dois embriões respectivamente,
de cada doadora. No verão, a doa-
dora que não respondeu à supe-
rovulação não apresentou ne-
nhum corpo lúteo no dia da coleta
e, portanto, não foi submetida a
esse procedimento.

Segundo Hahn (1992), cerca de
20 a 30% dos animais não respon-
dem ao tratamento superovula-
tório. Trabalhos com superovula-
ção em novilhas da raça Holan-
dês reportaram que 84,0% (Ax et
al., 2005) e 87,8% (Chagas e Silva
et al., 2002) desses animais

produziram embriões, independentemente da quantidade
recuperada. A eficiência da superovulação observada no
presente trabalho assemelha-se à registrada pelos autores
acima, porém, neste estudo o parâmetro utilizado para avaliar
se houve resposta à superovulação foi a produção de um
número maior que dois corpos lúteos nos ovários, visto que
novilhas, ocasionalmente, podem apresentar duplas
ovulações (Sartori et al., 2004).

O intervalo da retirada do dispositivo intravaginal à detecção
do estro foi de 33,4±11,6 horas, não sendo observada
diferença entre as duas épocas (P>0,05). Esse valor é
semelhante ao reportado por Lafri et al. (2002), de 31,9 ±
0,7h entre a retirada do CIDR e a observação do estro.

A comparação entre as épocas do ano em relação às
estruturas recuperadas não apontou diferença (P>0,05) em
nenhuma das categorias avaliadas (Tabela 2). Tal fato pode
estar relacionado com a característica da resposta à
superovulação, de elevado coeficiente de variação (Peixoto
et al., 2006). Este padrão de resposta pode ser atribuído à
instabilidade de variáveis que envolvem resposta hormonal
(Sampaio, 2002) conforme pode ser observado no desvio
padrão das variáveis (Tabela 2) e, também, à grande variação
individual no número de folículos ovarianos (Monniaux et al.,
1983), fator associado à capacidade de resposta à
superestimulação.

Tabela 1 : Parâmetros climáticos durante os períodos experimentais de inverno e verão
(média ± desvio-padrão), na Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa (FEPHB

 Inverno  Verão Parâmetro 
 Média ± s Variação  Média ± s Variação 

Temperatura máxima (°C)   28,9 ± 1,7a 24,0 - 31,5  26,5 ± 1,6 b 23,0 - 29,0 

Temperatura mínima (°C)   13,1 ± 1,9 b 9,0 - 17,0  19,5± 0,8 a 18,0 - 21,0 
       

Temperatura 6h (°C)  13,6 ± 1,6 b 10,5 - 16,5  20,5 ± 0,8 a 19,0 - 22,0 

Umidade Relativa 6h (%)  86,2 ±12,4 b 36,0 - 100  93,6 ± 3,0 a 87,3 - 100 

ITU às 6h  59,3 ± 2,1 b 55,0 - 62,9  69,9 ±1,1 a 67,2 - 71,6 
       

Temperatura 12h (°C)  27,7 ± 2,5 a 22,0 - 32,0  25,2 ± 1,8 b 21,0 - 28,0 

Umidade Relativa 12h (%)  38,3 ± 12 b 9,5 - 71,8  80,7 ± 6,4 a 71,0 - 95,6 

ITU às 12h  73,4 ± 2,6 b 67,2 - 77,3  75,0 ± 2,1 a 70,5 - 79,5 
       

Temperatura 18h (°C)  23,9 ± 2,6 b 16,0 - 28,0  26,2 ± 2,4 a 21,0 - 30,0 

Umidade Relativa 18h(%)  47,7 ±18,5 b 7,1 - 88,3  78,0 ± 9,3 a 58,1 - 95,6 

ITU às 18h  69,7 ± 3,0 b 60,8 - 75,5  76,1 ± 2,5 a 70,5 - 79,1 
       

Pluviosidade total durante o período (mm)  4,1  166,0 
a,bMédias na mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
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Figura 1 : Frequência respiratória média de doadoras, às
6h, 12h e 18h, no inverno e verão

Segundo Rodrigues (2001), 30% das doadoras produzem
um número de embriões viáveis superior a sete. Neste
trabalho, 57% (8/14) das coletas resultaram na recuperação
de mais de sete estruturas. Além disso, as médias de
embriões viáveis/coleta (14,6 e 7,1 no inverno e verão,
respectivamente) foram superiores às reportadas na
literatura para novilhas da raça Holandês, de 6,4 (Chagas e
Silva et al., 2002) e 4,7 (AX et al., 2005). Fatores como a
condição nutricional das doadoras (Gong et al., 2002), ou à
dose de FSH utilizada no protocolo podem estar relacionados
com a resposta obtida no presente experimento.

A percentagem de estruturas viáveis e a predominância de
estruturas excelentes (grau 1) recuperadas nas duas épocas
indicam que a maior temperatura retal das doadoras
observada às 18h no verão não acarretou redução na
qualidade dos embriões. Rivera e Hansen (2001) reportaram
que danos aos embriões provocados por estresse calórico
ocorreram a partir de sua exposição a temperaturas
superiores (40,5ºC) às observadas nesse experimento. Sen-

do assim, a tempera-
tura ambiente e umi-
dade observadas nas
duas épocas, podem
não ter provocado
aumento na tempera-
tura corporal das doa-
doras com intensida-
de suficiente para
ocasionar efeitos de-
letérios à produção e
d e s e n v o l v i m e n t o
embrionários de mag-
nitude mensurável no
presente delineamen-
to. Tal fato também
pode estar relaciona-
do com a maior capa-
cidade de novilhas
(em relação a vacas)
em controlar o aumen-
to da temperatura cor-

poral em decorrência do aumento
progressivo da temperatura ambiente
(Sartori et al., 2002). Putney et al. (1989)
observaram que a redução da quali-
dade e desenvolvimento de embriões
de novilhas da raça Holandês supe-
rovuladas ocorreu quando a tempe-
ratura ambiente máxima atingiu valores
superiores a 32,2°C, durante os sete
dias antecedentes à recuperação dos
embriões. No presente trabalho, a tem-
peratura ambiente observada situou-
se abaixo desse limiar. Finalmente, a
utilização de sêmen proveniente de
raça zebuína para a inseminação das
doadoras também pode ter contribuído
para aumentar a resistência dos em-
briões a temperaturas elevadas, assim
como observado in vitro (Eberhardt et
al., 2005).

Alguns autores reportaram que novi-
lhas superovuladas produzem menor
número de estruturas em relação a

vacas (Kanuya et al., 1997; Callesen et al., 1998), ou que
poderia haver maior dificuldade para transposição de cérvix
nesses animais durante a coleta (Hasler et al., 1983), sendo
estes fatores, portanto, desvantagens da escolha dessa
categoria como doadoras de embrião. Por outro lado, outros
trabalhos mostraram que novilhas, tanto da raça Holandês
(Ax et al., 2005) quanto mestiças Holandês-Zebu (Borges et
al., 2001) produziram embriões viáveis em número compatível
com o reportado em trabalhos com animais adultos (Tonhati
et al., 1999; Chagas e Silva et al., 2002; Hasler, 2003). O
número de estruturas viáveis recuperadas no presente
trabalho também mostrou que a superovulação de novilhas,
nas condições estudadas, produz resultados satisfatórios.

Conclusão

Novilhas da raça Holandês podem ser utilizadas para a
produção de embriões F1 Holandês – Zebu, tanto no inverno,
quanto no verão.

Tabela 2 : Estruturas recuperadas a partir da superovulação de doadoras da raça
Holandês nas épocas de inverno e verão

 Inverno    Verão  Estruturas 
recuperadas Total Média ± s %   Total Média ± s %  

Excelente (grau 1) 68 9,7 ± 10,2 48,2  37 5,3 ± 4,9 61,6 

Boa (grau 2) 25 3,6 ± 3,1 17,7  9 1,3 ± 1,5 15,0 

Regular (grau 3) 9 1,3 ± 2,1 6,4  4 0,6 ± 1,5 6,7 

Degenerada 27 3,9 ± 6,7 19,2  6 0,9 ± 1,5 10,0 

Não fecundada 12 1,7 ± 2,6 8,5  4 0,6 ± 1,1 6,7 

Total 141 20,1 ± 17,5 100,0  60 8,6 ± 9,4 100,0 

(Variação)  (1 a 49)    (0 a 23)  

Viáveis (1, 2 e 3) 102 14,6 ± 11,9 72,3  50 7,1 ± 7,2 83,3 

Congeláveis (1 e 2) 93 13,3 ± 11,4 65,9  46 6,6 ± 6,2 76,6 

Médias na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (P>0,05).

38,0

38,2

38,4

38,6

38,8

39,0

39,2

39,4

39,6

6h 12h 18h

Horário

T
em

pe
ra

tu
ra

 r
et

al
 (

°C
)

Inverno Verão

*P<0,05
Figura 2 : Temperatura retal média das doadoras às 6h,
12h e 18h, no inverno e verão
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