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Resumo

A fertilidade de vacas leiteiras de alta produção tem apresentado declínio gradativo e existem evidências 
que permitem supor que a qualidade de ovócitos e embriões é o principal fator na complexa patogenia da falha 
reprodutiva. Neste trabalho, discutimos os possíveis mecanismos que correlacionam o balanço energético 
negativo (BENE) às deficiências na competência de desenvolvimento de ovócitos e embriões; especificamente, 
na vaca leiteira de alta produção. As alterações no padrão de crescimento folicular durante o período de BEN 
podem afetar indiretamente a qualidade do ovócito. As alterações endócrinas e bioquímicas, associadas ao 
BEN se refletem no microambiente do gameta feminino que está em processo de crescimento e maturação 
e provavelmente resultam na ovulação de um ovócito que ainda não adquiriu competência. Mesmo depois 
que ocorre a ovulação e fertilização de um ovócito, ainda não há garantia de que a prenhez chegue a termo. 
Função inadequada do corpo lúteo, associada a níveis reduzidos de progesterona e provavelmente também 
a baixas concentrações de fator de crescimento semelhante à insulina, podem resultar em microambiente 
subótimo no útero, que se torna incapaz de sustentar a vida embrionária em fase inicial da gestação. Isto 
pode explicar, em parte, as baixas taxas de concepção e a alta incidência de mortalidade embrionária precoce 
em vacas leiteiras de alta produção.

Introdução

As vacas leiteiras modernas podem produzir enormes quantidades de leite, principalmente devido à 
combinação de melhoras significativas em termos de manejo nutricional e melhoramento genético. Um 
prérequisito para bom desempenho de lactação durante a vida útil da vaca leiteira é a produção de um bezerro 
em intervalos regulares. Desta forma, existe uma preocupação global quanto à eficiência reprodutiva na 
moderna indústria leiteira, uma vez que a fertilidade afeta a produção diária de leite, número de dias em leite, 
número de bezerros nascidos ao ano, intervalo entre gerações e obviamente, a rentabilidade para o produtor 
de leite (Johnson e Gentry 2000; Royal et al. 2000; Leroy e de Kruif 2006). Muitos estudos tem relatado 
uma piora preocupante no desempenho reprodutivo de vacas leiteiras nas últimas décadas e este problema 
parece afetar todos os países que trabalham com rebanhos de alto rendimento (consultar revisão de Leroy e 
de Kruif 2006). Nos últimos anos, a indústria leiteira explorou a priorização de nutrientes pelo organismo 
da vaca para maximizar o rendimento leiteiro, criando a ‘via expressa de nutrientes’, do trato digestivo e 
reservas corporais diretamente para o úbere. Esta metáfora da via expressa é altamente aplicável à situação 
metabólica específica de vacas leiteiras de alta produção. Esta via expressa leva diretamente à glândula 
mamária e tem prioridade total durante as primeiras semanas pós-parto e os demais sistemas (como os que 
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fornecem energia para o sistema reprodutivo) são desprezados ou mesmo desativados neste período inicial. 
Por outro lado, a energia necessária para o desenvolvimento, maturação e ovulação do folículo, para formar 
um corpo lúteo e para manter a fase inicial da gestação é desprezível se comparada às demandas de energia 
para a produção de leite e manutenção da lactação. Assim, é mais razoável supor que a ‘poluição’ causada 
pelos produtos de degradação deste intenso tráfego de energia do trato digestivo e reservas corporais para o 
úbere seja responsável pela deterioração das funções reprodutivas nas vacas de alta produção e não a falta 
de energia em si (Leroy et al. 2006a).

A patogenia desta síndrome de subfertilidade é complexa e as interações entre o balanço energético 
negativo (BEN) no pósparto imediato e o eixo hipotalâmico-pituitário-ovariano-uterino foram especialmente 
bem estudadas (Ducker et al. 1985; Lucy 2001; Armstrong et al. 2002a; Butler 2003). Um dos principais 
fatores envolvidos nas falhas reprodutivas em vacas leiteiras são as alterações na sinalização endócrina, que 
levam ao atraso na retomada da ciclicidade ovariana pósparto (Opsomer et al. 1998; Roche 2006; Vanholder 
et al. 2006). Entretanto, recentemente a atenção tem sido desviada para as decepcionantes taxas de concepção 
(Bousquet et al. 2004; Roch 2006) e à notavelmente alta incidência de mortalidade embrionária precoce 
(Mann e Lamming 2001; Bilodeau-Goeseels e Kastelic 2003). Desta forma, é fundamental concentrar a 
atenção na qualidade do ovócito e do embrião para resolver o problema da subfertilidade em vacas leiteiras 
de alta produção (O’Callaghan e Boland 1999). Isto nos leva a uma importante questão: será que existe 
o comprometimento da qualidade intrínseca do ovócito e do embrião, fator essencial para a obtenção de 
progênie viável, nas modernas vacas leiteiras? Snijders et al. (2000) estudaram in vitro o desenvolvimento da 
competência de ovócitos de vacas leiteiras de mérito genético alto e moderado para a produção de leite. Os 
ovócitos de vacas de alto mérito genético resultaram em produção significativamente menor de blastocistos 
in vitro, independentemente dos níveis de produção de leite. Isto sugere possíveis efeitos adversos da seleção 
genética para produção de leite sobre a fertilidade. Os resultados de estudos semelhantes sobre a qualidade de 
ovócitos obtidos de vacas leiteiras de alta produção estão resumidos na Tabela 1. Alem da qualidade do ovócito, 
Wiltbank et al. (2001) demonstraram que vacas leiteiras secas produziram número significativamente maior 
de embriões de qualidade excelente que as vacas em lactação. Sartori et al. (2002) avaliaram a qualidade de 
embriões de 5 dias, 2–3 meses depois do parto e observaram que os embriões de vacas em lactação eram de 
qualidade muito inferior, inclusive alguns inviáveis, se comparados a embriões de vacas secas ou novilhas. 
Recentemente relatamos um ensaio de campo, em que a qualidade dos embriões de vacas leiteiras modernas 
em lactação era significativamente inferior, com embriões mais escuros e contendo até 50% mais lipídeos 
intracelulares se comparados aos embriões obtidos de novilhas de leite ou vacas de corte que não estivessem 
em lactação (Leroy et al. 2005a).

Em conclusão, pode-se afirmar que a capacidade de desenvolvimento do ovócito e a qualidade e 
sobrevida do embrião estão comprometidos em vacas leiteiras modernas de alta produção (Roch 2006). Isto 
poderia explicar, pelo menos parcialmente, as baixas taxas de concepção e maior prevalência de mortalidade 
embrionária precoce observadas em vacas leiteiras em todo o mundo. Neste trabalho, procuraremos elucidar 
as possíveis vias na patogenia das deficiências do desenvolvimento da competência de ovócitos e embriões; 
mais especificamente, nas vacas leiteiras de alta produção. Em primeiro lugar, discutiremos em detalhe os 
efeitos do BEN durante as primeiras semanas após o parto e os efeitos das alterações endócrinas e metabólicas 
decorrentes sobre a qualidade do ovócito. Uma vez que o pico de BNE é superado e a lactação progride, a 
atividade ovariana é retomada e espera-se que logo após o cio ocorra a ovulação de um ovócito. Desta forma, 
o foco será o corpo lúteo e o microambiente do oviduto e útero, uma vez que são responsáveis por manter o 
ovócito, garantir sua fertilização e desenvolvimento para formar um embrião saudável, que deveria resultar 
em uma prenhez normal.
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O Ovócito e o Embrião de Vacas leiteiras: Quão Vulneráveis São?

O teste mais importante (ou o padrão ouro) de qualidade do ovócito é sua capacidade de ser fertilizado, 
de se desenvolver até o estágio de blastocisto e finalmente estabelecer uma gestação que resultem progênie 
viva (Lonergan et al. 2001). Infelizmente, do ponto de vista prático, é impossível transferir todos os ovócitos 
identificados in vitro para receptoras e determinar se resultam em gestação. Desta forma, devem ser utilizados 
outros parâmetros, que estejam bem correlacionados à qualidade do ovócito. O parâmetro mais confiável e o 
mais frequentemente usado é a competência de desenvolvimento do ovócito in vitro, ou seja, o momento da 
primeira clivagem do zigoto (Van Soom et al. 1992). In vivo, as condições intrafoliculares são determinantes da 
qualidade do ovócito. Se aceita de forma geral que o mRNA materno e moléculas de proteínas são sintetizados 
e acumulados durante o crescimento e maturação do ovócito (Lonergan et al. 2003; van den Hurk e Zhao 
2005) e são fundamentais para assegurar a sobrevida do embrião antes da ativação do genoma embrionário, 
que ocorre no estágio de 8–16 células. Tanto a abundância de tais transcritos gênicos (mRNA) nos ovócitos, 
como também o grau de caudas poli(A) e seu estado de metilação estão relacionados à competência de 
desenvolvimento do ovócito e podem ser influenciados pelo ambiente de maturação (folicular) (Watson et al. 
2000; Gandolfi e Gandolfi 2001). Além disso, existem outros parâmetros para estimar a qualidade do ovócito, 
tais como: aparência morfológica das células do cúmulo e ooplasma (de Loos et al. 1989;  Hawk e Wall 1994), 
teor de lipídeos (Leroy et al. 2005b), avaliação da ultraestrutura do estágio nuclear e ooplasma (Revah e Butler 
1996; Yaakub et al. 1997; O’Callaghan et al. 2000), presença de transcritos gênicos (Wrenzycki et al. 2000) 
e presença de marcadores de apoptose, que são utilizados de rotina (Yuan et al. 2005). Da mesma forma, 
vários parâmetros invasivos e não-invasivos (morfologia, número de células, cinética do desenvolvimento, 
apoptose e anomalias genéticas) foram descritos para avaliar a qualidade do embrião (revisão por Van Soom 
et al. 2003). A qualidade do embrião é predominantemente determinada pelo ambiente de cultivo e menos 
pela origem do ovócito (Lonergan et al. 2001; Knijn et al. 2002). Assim, o microambiente pósfertilização 
no oviduto e útero é fundamental e tem importante impacto sobre a qualidade do embrião (metabolismo e 
expressão gênica) (Wrenzycki et al. 2000; Rizos et al. 2002).

Aplicando estes conhecimentos para entender a ‘síndrome da sub-fertilidade de vacas leiteiras’, Britt (1992) 
levantou a hipótese de que a competência de desenvolvimento do ovócito e a capacidade esteroidogênica 
do folículo em vacas leiteiras de alta produção seriam determinadas pelo ambiente bioquímico durante o 
longo período (até 80 dias) de crescimento folicular antes da ovulação. Assim, folículos primários expostos a 
condições adversas associadas ao período de desafio metabólico de BEN no pósparto imediato poderiam ser 
menos capazes de produzir teores adequados de estrógenos e progesterona (depois da ovulação) (Britt 1992; 
Roth et al. 2001a, b). Além disso, tais folículos estariam condenados a conter um ovócito de qualidade inferior, 
que seria ovulado aos 60–80 dias após o parto. Finalmente, no caso de desenvolvimento de um embrião, o 
micro-ambiente do oviduto e útero poderia ser hostil e impedir o desenvolvimento normal (Boland et al. 
2001; McEvoy et al. 2001; Kenny et al. 2002). Em conclusão, a hipótese de Britt reforça o temor de que a 
qualidade de ovócitos e embriões de vacas leiteiras de alta produção está sendo ameaçada. No texto a seguir, 
procederemos a uma revisão das evidências científicas que confirmam ou negam esta importante hipótese.

Efeitos Adversos do Balanço Energético Negativo na 
Qualidade do Ovócito

Ligação endócrina entre o balanço energético negativo e a qualidade do ovócito 

A foliculogênese é um processo bastante complexo, mas finamente sintonizado, em que sinais endócrinos e 
parácrinos desempenham importante papel (ver revisão de Webb et al. 2004). A capacidade de desenvolvimento 
do ovócito está intimamente ligada à fase de crescimento e saúde do folículo em desenvolvimento (Bilodeau-
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Goeseels e Panich 2002; Sutton et al. 2003; Lequarre´ et al. 2005). Se aceita de forma geral que o BEN e a 
perda concomitante de peso podem interferir com este processo bem orquestrado de crescimento folicular 
em nível de eixo hipotalâmico-pituitário-ovariano (Beam e Butler 1997; Lucy 2000, 2003; Armstrong et al. 
2002a; Gong 2002; Webb et al. 2004). Em primeiro lugar, níveis reduzidos de insulina e fator de crescimento 
I semelhante à insulina (IGF-I), teores mais elevados de hormônio de crescimento (GH) e provavelmente 
também concentrações reduzidas de leptina representam os principais mecanismos endócrinos através dos 
quais o crescimento folicular pode ser diretamente (via alteração da sensibilidade do ovário às gonadotrofinas) 
ou indiretamente (via concentrações e pulsatilidade reduzidas de LH) inibido em vacas leiteiras de alta 
produção (Gong 2002; Lucy 2003; Webb et al. 2004). Em segundo lugar, foi recentemente relatado que 
as vacas em lactação, ao contrário de vacas não lactantes, apresentam folículos dominantes com menor 
secreção estrogênica. Estes folículos, portanto, necessitam de uma fase de crescimento mais prolongada 
para aumentar seu diâmetro para desencadear uma freqüência adequada de pulsos e pico de LH (Lopez et 
al. 2004; Sartori et al. 2004). Além da redução da produção de estrógeno, há maior metabolização hepática 
dos hormônios durante o BEN, devido ao maior plano nutricional, que também poderia contribuir para a 
redução dos níveis préovulatórios de estrógeno em vacas leiteiras em lactação, em comparação a novilhas não 
lactantes (Sangsritavong et al. 2002). Já foi demonstrado que concentrações alteradas de estrógeno interferem 
com a maturação nuclear, provavelmente por afetar a formação do fuso e a organização dos microtúbulos 
(Beker et al. 2002; Beker-van Woudenberg et al. 2004). Além disso, estes perfis endócrinos aberrantes 
podem explicar a tendência de crescimento folicular mais prolongado e, desta forma, o retardo ou mesmo 
a anovulação observada em vacas leiteiras de alta produção (Lucy 2003). Ainda assim, as consequências 
finais das alterações de crescimento e função folicular sobre a qualidade intrínseca do ovócito ainda não são 
totalmente conhecidas. Lucy (2001) comparou o problema do retardo da ovulação a folículos persistentes, 
que frequentemente contêm um ovócito de qualidade inferior devido à maturação nuclear prematura. Isto 
pode ser explicado por fluxo reduzido de substâncias que interrompem a meiose das células da granulosa 
para o ovócito (Revah e Butler 1996). Vos et al. (1996), entretanto, não observaram nenhum efeito adverso 
do retardo de 16 horas do pico de LH sobre a competência de ovócitos maturados in vitro.

Um dos principais efeitos negativos do BEN é a alteração da frequência e da amplitude dos pulsos de 
hormônio luteinizante (LH), resultando em intervalos prolongados entre o parto e a primeira ovulação (Lucy 
2003; Webb et al. 2004). Uma pulsatilidade correta de LH é também considerada extremamente importante 
para a finalização do crescimento e da maturação do ovócito (Hyttel et al. 1997). O pico préovulatório de LH 
é o sinal crítico para a retomada da progressão da meiose de metáfase I para II, que assegura a competência de 
desenvolvimento do ovócito préovulatório (Hyttel et al. 1997; Rizos et al. 2002; Humblot et al. 2005). Como 
não existem receptores de LH no ovócito, os sinais que sinalizam sua maturação são, portanto, provavelmente 
originados nas células circundantes do cúmulo (van den Hurk e Zhao 2005). Um pico acentuado de LH 
desencadeia a mudança no perfil de produção de esteróides pelas células da granulosa, passando de um 
ambiente predominantemente estrogênico para um ambiente progressivamente progestogênico, necessário 
para a retomada da meiose (van den Hurk e Zhao 2005). Lindsey et al. (2002) demonstraram que, em novilhas 
tratadas com implantes de agonista de GnRH, tanto a secreção pulsátil de LH quanto o pico préovulatório 
de LH são especialmente necessários para assegurar boa maturação citoplasmática do ovócito e não são 
essenciais para a maturação nuclear. Os ovócitos coletados neste estudo sofreram clivagem depois da FIV, 
mas não houve formação de blastocistos (Lindsey et al. 2002).

Às 18 horas depois do pico de LH, o teor intrafolicular de esteróides contém praticamente 90% de 
progesterona (Silva e Knight 2000). Secreção préovulatória adequada de progesterona pelas células da 
granulosa é fundamental para a interregulação correta das junções tipo “gap” nestas células, isolando o 
complexo cúmulo- ovócito e reduzindo assim as concentrações de estrógeno no ovócito abaixo do limiar para 
manter a parada da meiose (McEvoy et al. 1995). Além disso, acredita-se que a progesterona esteja envolvida 
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no processo de poli-adenilação do mRNA materno, regulando assim a expressão de genes importantes para 
o desenvolvimento do ovócito (McEvoy et al. 1995). A mobilização de gordura decorrente do BEN resulta 
em liberação de progesterona armazenada em lipídeos (Hamudikuwanda et al. 1996; Rabiee et al. 2002), 
levando a níveis supra-basais de progesterona. Tanto em novilhas (Bage 2003) quanto em vacas leiteiras 
em lactação (Waldmann et al. 2001), níveis supra-basais (>0,5 nmol ⁄ l) de progesterona no momento da IA 
resultam em taxas de concepção significativamente mais baixas. Além disso, é importante mencionar que a 
interpretação de possíveis efeitos dos esteróides sobre a qualidade do ovócito é ainda mais complicada pela 
presença de proteínas de ligação de esteróides no fluido folicular (FF) (Yding-Andersen 1990).

Recentemente, a leptina, ou o produto do gene da obesidade, foi implicada na interação entre nutrição e 
fertilidade em vacas leiteiras de alta produção (Keisler et al. 1999; Denniston et al. 2003; Liefers et al. 2003). 
Mais precisamente, foi demonstrado que a leptina estimula a progressão da meiose durante a maturação de 
ovócitos in vitro, tem efeito anti-apoptótico sobre as células do cúmulo que circundam o ovócito e promove 
a competência do ovócito maduro, o que resulta em maior número de blastocistos de melhor qualidade 
(Boelhauve et al. 2005; Paula-Lopes et al. 2007). A queda nas concentrações plasmáticas de leptina em 
decorrência de jejum é perfeitamente refletida nas concentrações de leptina do FF em leitoas pré-púberes 
(Govoni et al. 2005). Ainda não se sabe se o mesmo ocorre em vacas leiteiras durante o período de BEN. 
Entretanto, os estudos acima mencionados sugerem que a leptina poderia ser um fator chave na conexão 
entre níveis de energia e qualidade do ovócito em vacas leiteiras de alta produção. As concentrações de 
insulina são reduzidas em vacas leiteiras durante o período de BEN, logo após o parto (Beam e Butler 
1997). A insulina não só promove a resposta folicular às gonadotrofinas (Frajblat e Butler 2000) e, portanto, 
o crescimento folicular, mas provavelmente também tem efeitos estimulantes diretos sobre o ovócito em 
processo de maturação (Butler e Smith 1989). Informações específicas sobre a influência direta ou impacto 
de baixas concentrações de insulina sobre o crescimento e/ou maturação do ovócito em vacas leiteiras são 
praticamente inexistentes.

IGF-I – As concentrações séricas e no FF de fator de crescimento semelhante à insulina em vacas 
leiteiras apresentam correlação positiva com os níveis de energia e são essenciais para o desenvolvimento 
folicular normal (Beam e Butler 1997; McCaffery et al. 2000; Walters et al. 2002a; van den Hurk e Zhao 
2005). Velazquez et al. (2005) recentemente descreveram uma correlação positiva entre as concentrações 
séricas de IGF-I em doadoras e o número de embriões viáveis recuperados depois de superovulação. Em 
base nesta observação, propuseram que haveria um efeito de estimulação do fator de crescimento no folículo 
e no ovócito. Os receptores de IGF-I (Tipo 1) e as proteínas de ligação de IGF (IGFBP) já foram descritos 
em ovócitos bovinos e células do cúmulus tanto em folículos pré-antrais quanto antrais, sugerindo que o 
IGF-I regula diretamente o crescimento e a maturação do ovócito (Armstrong et al. 2002b; Nuttinck et al. 
2004). De acordo com estudos in vitro, IGF-I tem o poder de estimular a maturação do ovócito (Izadyar et 
al. 1997; Pawshe et al. 1998) e de promover a formação do embrião, mantendo sua qualidade (Sirisathien e 
Brackett 2003). Finalmente, é importante ressaltar que especialmente as proteínas de ligação de IGF-I, que 
modulam a bio-atividade do hormônio e não as concentrações de IGF-I em si, sofrem alteração no caso de 
distúrbio do balanço de energia (Spicer et al. 1992; Comin et al. 2002). Certamente ainda são necessárias 
mais pesquisas sobre este assunto tão intrigante.

Distúrbios endócrinos decorrentes do BEN geralmente resultam em anovulação e atresia do folículo 
dominante e não na ovulação de um ovócito de qualidade inferior. Entretanto, jamais foi comprovado se os 
distúrbios endócrinos durante as primeiras semanas pós-parto teriam efeitos adversos de longo prazo sobre 
a qualidade de um ovócito ovulado dois meses depois (Figura 1). Como já mencionado anteriormente, esta 
possibilidade foi levantada pela primeira vez por Britt (1992) e é conhecida como ‘a hipótese de Britt’.
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Correlação metabólica entre balanço energético negativo e qualidade do ovócito

Ao contrário do grande número de estudos conduzidos sobre distúrbios endócrinos, existem somente poucos 
estudos a respeito dos possíveis efeitos dos parâmetros metabólicos típicos do BEN, tais como baixos níveis 
de glicemia, elevação dos níveis de β-hidroxibutirato (β-OHB) ou de ácidos graxos não esterificados (AGNEs) 
sobre a qualidade do ovócito. Folículos quiescentes apresentam uma parede sem continuidade e uni-laminar 
e, devido às múltiplas porosidades e irregularidades, conferem somente isolamento parcial do ovócito do 
estroma circundante, resultando em praticamente contato direto entre ovócito e sangue (Zamboni 1974). Assim, 
neste estágio de quiescência, vários tipos de metabólitos podem facilmente ter acesso ao interior do folículo e 
provavelmente afetar o ovócito. Esta observação confirma a hipótese de Britt. À medida que o folículo cresce, 
o ovócito passa a ficar cada vez mais isolado do ambiente extra-folicular devido à formação da zona pelúcida, 
do FF, de diversas camadas de células da granulosa e da lâmina basal (barreira hemato-folicular) (Zamboni 
1974). Ao atingir o diâmetro de folículo pré-ovulatório, a permeabilidade desta barreira hemato-folicular parece 
aumentar ainda mais (Edwards 1974; Bagavandoss et al. 1983). Edwards (1974) já havia sugerido que certos 
agentes, capazes de interferir com a saúde do ovócito, poderiam ser introduzidos no folículo pré-ovulatório e o 
trabalho de Loos et al. (1991) ressaltou o estreito contato metabólico entre as células do cúmulus e do ovócito 
através de terminações que penetram na zona pelúcida. Recentemente demonstramos através de um modelo de 
coleta transvaginal seriada de FF de vacas leiteiras de alta produção no pósparto imediato, que o folículo em 
processo de crescimento e maturação está diretamente exposto às alterações de bioquímica sérica associadas ao 
BEN (Leroy et al. 2004). Entretanto, evidências científicas de efeitos residuais de longo prazo de tais alterações 
metabólicas sobre a competência de desenvolvimento do ovócito em vacas leiteiras de alta produção (hipótese 
de Britt) são ainda escassas. Aparentemente, o único efeito adverso de longo prazo que afeta a capacidade do 
ovócito ser fertilizado e que pode ser demonstrado é a ocorrência de estresse calórico 50–20 dias antes da IA 
(Roth et al. 2001b; Chebel et al. 2004). Nos estudos revisados para este trabalho, somente efeitos de curto prazo 
foram investigados, pois estudos in vitro para a avaliação de efeitos de longo prazo (60–80 dias) de metabólitos 
específicos sobre a qualidade do ovócito são praticamente impossíveis de ser realizados.

Além dos efeitos indiretos da hipoglicemia na moderna vaca leiteira no pósparto imediato (via influência 
com a secreção de LH ou responsividade ovariana às gonadotrofinas), também pode ser levantada a hipótese 
de que glicemia muito baixa também pode afetar diretamente a qualidade do ovócito. Landau et al. (2000) 
demonstraram que as concentrações de glicose no FF podem ser alteradas de acordo com o estado nutricional. 
Também observamos uma forte correlação entre glicemia e concentrações de glicose no FF. Entretanto, é 
importante mencionar que o folículo é capaz de isolar o ovócito de níveis séricos extremamente baixos de 
glicose (Leroy et al. 2004). Nas células do cúmulo, a glicose é primariamente convertida através da via 
glicolítica em piruvato e lactato, que são os substratos preferenciais do ovócito para a produção de ATP (Cetica 
et al. 2002; revisado por Sutton et al. 2003). No ovócito, por outro lado, a glicose é predominantemente 
metabolizada através da via da pentose fosfato (PPP) para síntese de DNA e RNA (Sutton et al. 2003). Apesar 
do nível relativamente baixo de utilização, a glicose é uma molécula indispensável durante a maturação do 
ovócito, especialmente pelo fato de que a atividade da PPP está envolvida na progressão da meiose e não em 
glicólise (produção de ATP), sendo crítica para a capacitação do ovócito (Downs e Utecht 1999; Cetica et al. 
2002; Sutton et al. 2003). A adição de glicose ao meio de maturação in vitro melhora a expansão do cúmulo, 
a maturação nuclear, a clivagem do embrião e o desenvolvimento do blastocisto (Krisher e Bavister 1998; 
Sutton-McDowall et al. 2004; Bilodeau-Goeseels 2006). A maturação de ovócitos em concentrações de glicose 
observadas no FF de vacas em cetose clínica (1,4 mM de glicose) resulta em efeito negativo significativo sobre 
a competência (Leroy et al. 2006b). Assim, pode-se concluir que as condições de hipoglicemia, aliadas ao 
BEN, são refletidas no microambiente do ovócito préovulatório e provavelmente comprometem a capacidade 
de desenvolvimento do ovócito (Figura 1).
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Durante o pósparto imediato, todas as vacas leiteiras de alta produção passam por um período de BEN, 
durante o qual a mobilização de reservas corporais de gordura é essencial para atender as necessidades 
de energia para manutenção e produção de leite (Chilliard et al. 1998). Em particular, os tipicamente 
baixos níveis de glicose e de insulina, associados a altas concentrações de hormônio de crescimento e ao 
estresse (catecolaminas), regulam as enzimas lipogênicas e lipolíticas no tecido adiposo (Vernon 2002). As 
concentrações plasmáticas de AGNEs estão positivamente correlacionadas ao grau de déficit de energia e 
podem potencialmente enviar um sinal referente ao status nutricional aos centros neurais (Walters et al. 2002a). 
A maciça mobilização de lipídeos pode resultar em esteatose hepática (Vernon 2002), afetando a função 
hepática, o que por sua vez pode afetar negativamente a fertilidade (Rukkwamsuk et al. 1999). Kruip e Kemp 
(1999) sugeriram possíveis efeitos tóxicos diretos de altas concentrações de AGNEs no ovário. Recentemente, 
demonstramos que altos níveis de AGNEs, associados ao BEN, são refletidos no FF de folículos dominantes 
em vacas leiteiras imediatamente após o parto (Leroy et al. 2005c). Além disso, aplicamos este conhecimento 
a um modelo in vitro, em que o meio de maturação do ovócito foi suplementado com os principais ácidos 
graxos em concentrações semelhantes às observadas no FF de vacas leiteiras durante um episódio de BEN. 
Os resultados demonstraram que principalmente os ácidos graxos saturados de cadeia longa (tais como: ácido 
palmítico e esteárico) inibiram a taxa de maturação, levando a taxas relativamente baixas de fertilização, 
clivagem e formação de blastocistos. A indução de apoptose e mesmo necrose das células do cúmulus durante 
a maturação poderia explicar estas observações (Leroy et al. 2005c). Jorritsma et al. (2004) demonstraram 
efeitos tóxicos de concentrações supra-fisiológicas de ácido oléico ligado à albumina sobre a maturação 
do ovócito, enquanto Homa e Brown (1992) descreveram efeitos semelhantes de ácido linoleico. O efeito 
citotóxico de AGNEs também foi relatado em outros tipos celulares, como células de Leydig (Lu et al. 2003), 
células da granulosa bovina (Vanholder et al. 2005), células da granulosa humana (Mu et al. 2001) e células 
β-pancreáticas (Cnop et al. 2001). Em base nestas observações, pode-se afirmar que os efeitos tóxicos de 
altas concentrações de AGNEs sobre a qualidade do ovócito podem ser uma das maneiras através das quais 
o BEN exerce seus efeitos negativos sobre a fertilidade de vacas leiteiras de elite. Novamente, é importante 
observar que o modelo combinado in vivo e in vitro descrito acima (Leroy et al. 2005c) não é apropriado 
para a investigação dos efeitos de longo prazo de altas concentrações de AGNEs que perduram por vários 
dias ou até mesmo semanas. No modelo ideal, folículos primários deveriam ser cultivados sob o efeito de 
altos teores de AGNEs por várias semanas. Até o momento, tal abordagem é infelizmente impraticável, o 
que também se aplica a estudos similares relacionados, por exemplo, aos efeitos de baixas concentrações 
de glicose ou de altos teores de uréia ou β-OHB.

Altas concentrações de corpos cetônicos, outra característica metabólica importante do BEN, foram 
associadas à depressão do sistema imunológico, através de efeitos tóxicos diretos sobre as células de 
imunidade (Franklin et al. 1991; Hoeben et al. 1997). Vacas leiteiras de alta produção são mais suscetíveis 
a todos os tipos de infecções (como mastite, endometrite), o que pode suprimir indiretamente a fertilidade. 
Altas concentrações de β-OHB são perfeitamente refletidas no FF e alteram diretamente o micro-ambiente 
do ovócito em processo de maturação durante o período de pósparto imediato (Leroy et al. 2004). Modelos 
de maturação in vitro em que foram reproduzidas as condições clínicas de cetose demonstraram efeito 
negativo sobre a qualidade do ovócito. Na verdade, o efeito negativo foi causado mais provavelmente pelas 
baixas concentrações de glicose que pelo efeito de altos níveis de β-OHB (Leroy et al. 2006b). Em outras 
palavras, não foram demonstrados efeitos tóxicos diretos decorrentes de altos níveis de corpos cetônicos na 
qualidade do ovócito.

Durante o período de pósparto imediato em vacas leiteiras, ocorre também importante catabolismo de 
proteínas, além da intensa mobilização de lipídeos. A deaminação de proteínas e detoxificação podem resultar 
em concentrações sistêmicas elevadas de uréia. Além das altas concentrações de amônia, estes níveis elevados 
de uréia também são detectados no FF (Sinclair et al. 2000; Leroy et al. 2004) e podem ser tóxicos para o 
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ovócito (Sinclair et al. 2000; De Wit et al. 2001). Entretanto, sabe-se que as altas concentrações de uréia, 
associadas a efeitos negativos sobre a fertilidade, são decorrentes principalmente da ingestão de dietas com 
altos teores de proteína. Os efeitos da dieta sobre a qualidade do ovócito e do embrião, entretanto, estão além 
do escopo da presente revisão, mas são abordados em trabalho complementar (Leroy et al. 2008).

Medidas adequadas de manejo podem reduzir a duração e a intensidade do BEN e minimizar seu impacto 
sobre as funções endócrinas e metabólicas. Desta forma, vacas leiteiras normalmente recebem dietas ricas 
em energia (geralmente à base de altos teores de amido ou gorduras). Já foi claramente demonstrado que 
dietas glicogênicas são benéficas para a fertilidade, uma vez que estimulam a retomada das vias normais de 
sinalização endócrina, levando à retomada mais precoce da atividade ovariana (Gong 2002; Van Knegsel 
et al. 2005). Esta é outra maneira através da qual é possível evitar os efeitos negativos sobre a qualidade 
do ovócito e das células da granulosa (como descrito acima) causados diretamente por níveis elevados de 
AGNEs e hipoglicemia. O fornecimento de dietas ricas em energia e proteína depois do período de BEN 
para elevar o rendimento leiteiro pode afetar a qualidade do ovócito e do embrião de forma direta ou indireta. 
Esta discussão, entretanto, não é objeto deste trabalho de revisão.

Balanço Energético Negativo e Possíveis Efeitos Residuais 
sobre a Capacidade Esteroidogênica do Corpo lúteo, Função 
Uterina e Qualidade do Embrião

Boland et al. (2001) demonstraram que a determinação da qualidade do ovócito é fundamental para 
identificar se haverá ou não a formação de um embrião. O período pósfertilização, entretanto, é de vital 
importância para determinar a qualidade e, portanto, a viabilidade do embrião (Lonergan et al. 2001). O 
sucesso do desenvolvimento precoce do embrião depende de um balanço delicado e sincronizado entre o 
estabelecimento do sinal luteolítico no útero e a produção de um fator antiluteolítico pelo embrião, o interferon 
tau (IFN-tau). A secreção desta proteína depende do desenvolvimento de um embrião saudável e permite que 
se mantenha a secreção contínua de níveis adequados de progesterona através da inibição da produção de 
PGF2α no endométrio (Mann e Lamming 2001; Goff 2002). Por sua vez, o crescimento normal do embrião 
depende tanto de sua competência inerente de desenvolvimento como da adequação do ambiente uterino. 
A maior parte das perdas embrionárias  ocorre provavelmente antes do dia 14 de gestação e representa até 
40% de todas as falhas gestacionais (Dunne et al. 2000; Silke et al. 2002). A mortalidade embrionária é a 
principal causa de fertilidade reduzida e já foi levantada a sugestão de que ocorre uma alteração do equilíbrio 
entre crescimento embrionário e reconhecimento materno da prenhez em vacas leiteiras de elite (Dunne et al. 
2000; Silke et al. 2002). O principal hormônio para o desenvolvimento adequado do embrião e manutenção 
da prenhez é a progesterona (Mann e Lamming 2001; Mann et al. 2001).

Níveis adequados de progesterona são vitais para a manutenção da viabilidade do ovo, uma vez que 
modula as secreções endometriais e a receptividade uterina (McEvoy et al. 1995). Acredita-se que as baixas 
taxas de prenhez em vacas leiteiras de alta produção são resultado de uma combinação entre atraso na 
elevação dos níveis de progesterona depois da ovulação e níveis sub-ótimos durante a fase lútea (Mann e 
Lamming 2001). O BEN tipicamente observado no pósparto imediato contribui para a infertilidade em uma 
fase posterior da lactação ao reduzir o número de ciclos ovarianos. Um número suficiente de ciclos estrais 
ovulatórios antes da IA é fundamental para uma preparação adequada do útero (Butler 2003). Villa-Godoy et 
al. (1988) demonstraram que vacas que apresentaram BEN pósparto apresentavam níveis significativamente 
mais baixos de progesterona durante os três primeiros ciclos pósparto. Apesar do maior volume de tecido 
lúteo, em comparação a novilhas não lactantes, a concentração máxima de progesterona em vacas em 
lactação é claramente inferior (Sartori et al. 2004). Isto implica inibição da capacidade lútea de secreção de 
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progesterona ou maior taxa de metabolização hepática do hormônio, como foi demonstrado por Sangsritavong 
et al. (2002). Na verdade, como já foi demonstrado para os níveis de estrógeno, a maior metabolização dos 
hormônios esteróides no fígado também pode ser responsável pela redução dos níveis séricos de progesterona 
(Sangsritavong et al. 2002; Vasconcelos et al. 2003; Wiltbank et al. 2006). Vasconcelos et al. (2003) observaram 
uma correlação negativa entre o nível de produção de leite e a concentração de progesterona, provavelmente 
decorrente de diferenças no plano de nutrição refletidas em variações de metabolismo hepático (Rabiee et 
al. 2002; Butler 2003; Vasconcelos et al. 2003).

Como já foi mencionado anteriormente, as concentrações de progesterona no sangue periférico nos dias 
0 e 1 depois do pico de LH são fundamentais para a sobrevida do embrião em ovinos, provavelmente devido 
a modificações que ocorrem nos estágios finais da maturação do ovócito (Ashworth et al. 1989; McEvoy et 
al. 1995). Outros estudos em ovelhas, entretanto, demonstraram que o efeito positivo da progesterona ocorre 
predominantemente no útero (Lozano et al. 1998). Embriões recuperados de vacas com altos níveis circulantes 
de progesterona eram mais desenvolvidos e produziam maiores teores de INF-tau que embriões obtidos 
de vacas cujas concentrações de progesterona eram mais baixas (Mann e Lamming 2001). Recentemente, 
Green et al. (2005) demonstraram que a capacidade de desenvolvimento do embrião de vacas leiteiras está 
intimamente ligado tanto às concentrações plasmáticas quanto luteais de progesterona já no dia 5 pós-IA 
(antes da presença do sinal de IFN-tau). Tanto o momento quanto a intensidade da elevação dos níveis de 
progesterona são vitais para assegurar a sobrevida do embrião. A suplementação de progesterona durante 
a elevação pós-ovulatória (dias 5–9) aumenta significativamente a capacidade de desenvolvimento do 
embrião e a produção de INF-tau, mas não tem efeito na fase lútea, (Mann et al. 2006). Provavelmente, isto 
ocorre por indução de algum tipo de modulação específica no ambiente do oviduto. Finalmente, Butler et 
al. (1996) ressaltaram a importância das elevadas concentrações de progesterona, tanto antes quanto depois 
da inseminação. É importante salientar que quase não existe correlação entre as concentrações sistêmicas de 
progesterona determinadas por punção da veia ovariana e os teores no endométrio (Lozano et al. 1998).

Sabe-se que outros hormônios relacionados aos níveis de energia do animal, como insulina e IGF-I, 
estimulam a produção de progesterona pelas células do corpo lúteo (Schams e Berisha 2004). Como a 
progesterona, o IGF-I também exerce efeito positivo direto sobre a saúde do embrião (Moreira et al. 2000). 
Atribui-se uma função de sinalização entre embrião e útero a este fator de crescimento, demonstrada pela 
expressão endometrial de IGF-II induzida pelo concepto e expressão endometrial de IGFBP-2 induzida 
por progesterona (Geisert et al. 1991; Watson et al. 1999). Além disso, o IGF é capaz de promover o 
desenvolvimento do embrião in vitro, como já mencionado anteriormente.

Conclusões

A fertilidade vacas leiteiras de alto rendimento está declinando e existe um corpo crescente de evidências 
que permite supor que a qualidade do ovócito e do embrião são os dois principais fatores implicados na 
complexa patogenia da falha reprodutiva, expressa em taxas decepcionantes de concepção e alta incidência 
de mortalidade embrionária precoce. O comprometimento do desenvolvimento folicular, alterações em níveis 
de esteróides e de hormônio de crescimento e fatores bioquímicos associados ao BEN e que afetam o ovócito 
provavelmente resultam na ovulação de um ovócito que não desenvolveu competência. Certamente, mais 
estudos são necessários para avaliar os complexos efeitos de longo prazo de tais alterações ambientais sobre 
os folículos primários em crescimento, que serão ovulados em várias semanas. Além disso, novos estudos 
deverão avaliar as alterações sofridas pelo microambiente do ovócito durante o período de BEN no modelo 
de vacas leiteiras de alta produção.

Mesmo que um ovócito seja ovulado e fertilizado com sucesso, ainda assim não há garantias de que a 
gestação chegará a termo. Os efeitos residuais do balanço energético negativo podem levar a uma função 
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inadequada do corpo lúteo, resultando em níveis sub-ótimos de progesterona. A combinação dos baixos teores 
de progesterona com níveis reduzidos de IGF pode ser responsável por criar um micro-ambiente uterino 
sub-ótimo, incapaz de sustentar a vida embrionária na fase inicial da gestação, levando a alta incidência 
de mortalidade embrionária precoce em vacas leiteiras de alta produção. Medidas adequadas de manejo 
podem ajudar a reduzir a duração e a intensidade do BEN, atenuando assim o impacto do balanço negativo 
de energia sobre as funções endócrinas e metabólicas em geral e sobre a qualidade do ovócito e do embrião 
em particular.

1: expansão do cúmulus de maturação nuclear do ovócito
2: indução de apoptose nas células da granulosa e do cúmulus
3: alteração da formação dos microtúbulos

Produção de leite, consumo 
de matéria seca.

Balanço Negativo  
de Energia

Sangue

Fluido Folicular

Ovócito

β-OHB elevado Altos níveis
de AGNEs

CRESCIMENTO 
FOLICULAR

Hipoglicemia

Alto teor  
de uréia

Folículo Dominante

Folículo Primário

Figura 1. Mecanismos metabólicos correlacionando o balanço energético negativo e a qualidade do ovócito in vacas 
leiteiras de alta produção. Acredita-se que o balanço energético negativo afeta a saúde dos folículos primários e pode ter 
efeito residual sobre a qualidade do ovócito. O padrão alterado de crescimento folicular pode afetar o desenvolvimento 
de competência do ovócito. Parâmetros bioquímicos, associados ao balanço energético negativo, são também expressos 
no fluido folicular e podem afetar diretamente a competência do ovócito. AGNEs: Ácidos Graxos Não Esterificados, 
β-OHB: β-hidroxibutirato.
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Tabela 1. Compilação de oito diferentes estudos sobre a qualidade do ovócito em vacas leiteiras de alta produção, 
publicados desde 1995.

Autor
Redução da qualidade 
do ovócito (Sim ⁄ Não)

Observações

Kruip et al. (1995) Sim
Desenvolvimento in vitro de ovócitos de 

vacas em BNE é reduzido se comparado a 
vacas-controle (80–120 dias pp)

Kendrick et al. (1999) Sim
Qualidade morfológica do ovócito declina 

depois do dia 30 pp

Gwazdauskas et al. (2000) Sim
Qualidade morfológica do ovócito é 

maior no dia 28 pp que no dia 117 pp

Snijders et al. (2000) Sim

Desenvolvimento de competência vitro de 
ovócitos de vacas de alto mérito genético 
é reduzido se comparado ao de vacas de 

baixo mérito genético

Wiltbank et al. (2001) Sim
Qualidade morfológica do ovócito é 

maior em vacas leiteiras secas em com-
paração à de vacas em lactação

Walters et al. (2002b) Sim
Qualidade morfológica do ovócito declina 
em vacas leiteiras em lactação depois do 

dia 70 pp

Argov et al. (2004) Não
Não se observaram diferenças em quali-
dade morfológica e desenvolvimento do 

ovócito aos 73 e 263 dias pp. 

BEN, balanço energético negativo; pp, pós-parto.
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