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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da suplementacao energética e
com diferentes fontes de gordura na producdo de embrides FIV e no perfil metabdlico
em novilhas nelore. Foram realizados dois experimentos, no primeiro, vinte novilhas
Nelore (Bos taurus indicus) com idade média de 30 meses, com peso médio de 417,0
+ 42,4 kg foram distribuidas aleatoriamente em 3 tratamentos: T1 (n= 7), animais
receberam 100% das exigéncias de manutenca de energia, calculados conforme
NRC (1997), T2 onde os animais receberam 170% das exigéncias de manutencéo
de energia (1,7 X M), e T3, onde os animais receberam 170 % das exigéncias de
manutencdo de energia com adigdo de 200 g de gordura protegida-AGCL
(Megalac®). No segundo experimento 12 novilhas Nelore (Bos taurus indicus) com
idade variando de 14 a 18 meses, com peso médio inicial de 309,6 kg, foram
distribuidas em 4 tratamentos, de acordo com peso e populagéo folicular avaliada por
ultrasonografia: T1, animais receberam 100% dos requerimentos de mantenca de
energia, calculados conforme NRC (1997), T2- animais receberam 170% das
exigéncias de mantenca de energia, T3- idem ao T2, com adi¢ao de 4% de 6leo de
soja na MS, e T4- idem ao T2, com adi¢ao de 200 g de AGCL (Megalac ®). O periodo
de adaptacao foi quinze dias, onde os animais receberam feno de capim Brachiaria e
racdo concentrada com 18%PB e 65%NDT. Apdés a adaptacado, iniciaram-se 0s
tratamentos, e apdés uma semana os animais foram sincronizados com implante
intravaginal, 2mg de benzoato de estradiol e uma dose de PGF, para obter uma
ovulagdoem periodo proximo. Apos a retirada do implante foi inicializada a avaliagéo
do desenvolvimento folicular com o uso de ultrasonografia retal. O consumo de MS e
0 ganho de peso foi menor nos grupos de manutencao, ndo havendo diferenca entre

0s animais que receberam 1,7 X energia e a adigdo de gorduras de diferentes fontes
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(P>0,05). Nao houve diferenga nas concentra¢des plasmaticas de albumina entre os
grupos estudados (p<0,05). As concentragcbes médias de colesterol foram maiores
nos grupos que receberam gordura apenas no Exp 2, independentemente da fonte.
Assim como a albumina, as concentragdes médias de glicose, nao variaram (p>0,05)
entre as diferentes dietas fornecidas. O numero de foliculos pequenos e médios foi
aumentado com o aumento de fornecimento de energia e gordura, assim como o
numero de odcitos totais aspirados. A quantidade de embrides e percentagem de
producdo embrionaria foi beneficiada com a adigdo de energia na dieta, nao

apresentando efeito benéfico da adigéo de gordura.

Palavras chave: desenvolvimento Folicular, Cultivo /n Vitro, Gordura, Nutricdo x

Reprodugéao, Bovino.
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ABSTRACT

Two experiments were carried to evaluate the effect of the energy and fat in the
metabolic profile, follicular dynamic, oocyte and in vitro embryo production in Nelore
heifers (Bos taurus indicus). In the first, twenty Nelore heifers with 30 months old, and
average weight 417,0 £ 42,4 were allocated in 3 treatments, in accordance with
weight and follicular population evaluated by ultrasound: T1, animals received 100%
of energy maintenance, calculated as NRC (1997), T2- animals received 170% of
energy maintenance; T3: animals received 170% of energy maintenance with
addition of 200 g Megalac ®. In the second experiment, 12 Nelore heifers with 14-18
months and 309,6 kg average weight, were allocated in 3 treatments, in tree periods:
T1, animals received 100% of energy maintenance, calculated as NRC (1997), T2-
animals received 170% of energy maintenance; T3: animals received 170% of energy
maintenance with addition of 4% soybean oil in Dry Matter and T4: animals received
170% of energy maintenance with addition of 200 g Megalac ®. After adaptation
period, the treatment initiated, animals had synchronized ovulation, blood samples
were collected, and follicular aspiration was carried to evaluate the oocytes and in
vitro embryo production. Follicular development was monitored daily by
ultrasonography until day post heat. The consumption of MS and the weight gain were
lower in group T1 (P< 0.05), in relation to the others treatments. The FSH, LH, and
albumin concentrations were not different (P > 0.05) among treatments. The
cholesterol concentrations were higher in the T3 and T4 groups (P< 0.05) only in the
second experiment. As well as the albumin, the glucose concentrations, did not
change (P> 0.05) between the different diets. Concentration of plasmatic urea was not
different (P> 0.05). The number of small follicles (< 4 mm) and medium (4-8 mm)
increased (P <0.05) with diets that increased energy and fat. Large (> 8mm) follicles

did not vary (P >0.05) among treatments. The number of aspirated oocytes by OPU
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was lower in T1 in both experiments. The embryo number at D7, and the percentage
of embryo development was increased with energy supplementation, with no effects
of fat addition. These results indicate that short-term increase in nutritional plane can

affect follicular recruitment, and oocyte production by OPU in Nelore heifers.

Key-words: Follicular development, In vitro production, fat, nutrition vs reproduction,
bovine.



1. INTRODUCAO

A nutricdo, bem como suas inter-relagbes quanto ao tipo e
quantidade de suplemento fornecido apresentam grandes efeitos nos processos
reprodutivos dos bovinos, porém estes ndo estdo bem elucidados, sobretudo em
bovinos das ragas Bos taurus indicus, especialmente da raga Nelore. Os processos
de obtenc&o de odcitos viaveis in vivo tém se constituido em uma valiosa ferramenta
para o incremento na produgédo de animais de grande potencial genético pelo uso da
fertilizacao in vitro (FIV).

Bovinos da subespécie Bos taurus indicus tém dado uma significante
contribuicdo na pecuaria de corte ou de leite em varias regides tropicais do planeta.
Dados de desempenho reprodutivo, como taxa de parigéo, taxa de desmama e indice
de sobrevivéncia dos bezerros, tém demonstrado variagbes quanto ao desempenho
de animais Bos taurus indicus. No entanto, verifica-se que estes animais sao
superiores em desempenho aos das ragas Bos taurus taurus quando eles s&o criados
em ambientes tropicais ou subtropicais, onde agentes estressantes, como altas
temperaturas, umidade, ectoparasitos e forragem de baixa qualidade sdo maiores
(BO et al., 2003). Embora se constituindo na maioria do rebanho nacional, muitos
dados sobre a fisiologia reprodutiva, niveis hormonais e certos aspectos relacionados
com a reproducéo de animais Bos taurus indicus, nao estao claramente elucidados.

Enquanto os efeitos da alteracdo na nutricdo por periodos
prolongados, particularmente a restricao alimentar, sobre o desenvolvimento folicular
tém sido estudado extensivamente em bovinos, os efeitos da suplementagéo
alimentar por curtos periodos tém sido menos compreendidos. E sabido que a
alimentagdo com 200% dos requisitos de manutencdo por 3 semanas aumenta a
populagdo de pequenos foliculos (< 4 mm) em animais Bos taurus taurus
(GUTIERREZ et al., 1997). Outros trabalhos demonstraram que a esteroidogénese
pelas células da granulosa, o desenvolvimento de foliculos pré-ovulatérios e a

maturagcdo dos odcitos sdo também alterados positivamente como resultado da



suplementacdo de novilhas com oferecimento de 200% das exigéncias de
manutencao, em dietas com alta energia disponivel (ARMSTRONG et al. (2001) e
ARMSTRONG et al. (2002)).

Além da energia, o fornecimento de gorduras na dieta pode elevar a
concentracdo energética da mesma e afetar positivamente os parametros
reprodutivos. THOMAS E WILLIANS (1996) observaram que a adicao de carogo de
algoddo aumentou as concentragdes séricas de GH, insulina, colesterol e IGF-1.
Neste estudo, a dieta com caroco de algoddo (15% de Matéria Seca (MS))
proporcionou o consumo de 671 g/dia. Com base na estimativa de liberagdo de acido
linoléico no intestino delgado, que ndo passa pela biohidrogenagdo no rumen, pode
ser absorvido até 168 g desse acido (STAPLES et al., 1998). THOMAS et al. (1997)
encontraram também um aumento na taxa de crescimento folicular em resposta a
suplementacéao de 6leo de soja (4% da MS) em vacas de leite.

Os efeitos do fornecimento de gordura sobre a populagéo folicular
tém sido observados para gado de leite e de corte em todos os estagios da lactagao.
Quando o milho foi substituido por gordura inerte ao nivel de 2,2% da MS total, ao
mesmo tempo em que a densidade energética da dieta foi mantida constante,
observou-se um aumento no numero de foliculos médios antes do 25° dia ap6s o
parto (LUCY et al., 1991). No 25° dia, o ciclo estral foi sincronizado e o numero de
foliculos pequenos e grandes aumentou no grupo de vacas cujas dietas foram
suplementadas com gordura. Outros autores (BEAM e BUTLER, 1998; BEAM e
BUTLER, 1999) observaram efeitos similares da suplementagcéo de gordura sobre a
populagao folicular de vacas de leite.

A concentragédo de progesterona (P4) antes e depois da IA tem sido
associada com o aumento da fertilidade de vacas de leite e de corte. A adicao de
gordura as dietas de vacas de leite e de corte aumenta a concentracdo de P4 no
plasma, o que pode ser benéfico para a fertilizagdo e para a sobrevivéncia do
embrido, o que é imprescindivel em processo de transferéncia de embrides (TE)
(SANTOS E AMSTALDEN, 1998).



2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

- Avaliar os efeitos da suplementagdo nutricional com niveis
elevados em relagcédo aos requisitos de manutencédo de energia para novilhas Nelore
(Bos taurus indicus) sobre o desenvolvimento folicular, perfil metabolico e produgéo
de od6citos e embries in vitro.

- Avaliar os efeitos da adicdo de diferentes fontes de gordura sobre o
desenvolvimento folicular, concentracdo hormonal e produgcéo de odcitos e embrides

in vitro em novilhas Nelore (Bos taurus indicus).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Dinamica folicular em Bos taurus indicus

Cada onda de crescimento folicular em bovinos envolve um processo
de recrutamento, selegcdo e dominancia, onde um grande foliculo cresce até um
tamanho pré-ovulatério e outros foliculos comegam a regredir alguns dias antes do
maior foliculo atingir seu tamanho maximo. A avaliagao ultrasonografica diaria dos
foliculos individualmente confirma estas afirmacdes e promove uma interpretagéo
mais acurada deste processo (SIROIS & FORTUNE, 1988; KNOPF et al., 1989). Em
varios rebanhos, foi encontrada uma predominédncia de duas a trés ondas de
crescimento folicular durante o ciclo estral. Cada onda é caracterizada pela
emergéncia de um grupo de foliculos de 4 mm, crescimento de todos os foliculos por
poucos dias, e a divergéncia de um grande foliculo que continua a crescer e
pequenos foliculos que regridem.

Em geral, as caracteristicas de crescimento e dominancia folicular
sao similares em animais Bos taurus indicus e em Bos taurus taurus, com excegao
que os primeiros apresentam menores didmetros maximos dos foliculos dominantes
(10-12 mm) e do corpo luteo (CL) (17-21 mm) (BO et al., 1993 a,b; FIGUEIREDO et
al., 1997; RHODES et al., 1995 ) quando em comparagédo com Bos taurus taurus (14-
20 mm e 20-30 mm, respectivamente) (GINTHER et al.,1989; KASTELIC et al., 1990;
BO et al., 1993b). Essas diferengas tém importantes aplicagbes praticas, pois a
identificacdo do CL torna-se mais dificil em animais Bos taurus indicus. Estudos
também tém demonstrado que as concentragdes de progesterona sdo menores em
Bos taurus indicus que em Bos taurus taurus de corte. Uma das maiores diferengas
entre animais B. taurus e Bos taurus indicus nestes estudos foi a alta incidéncia de
quatro ondas de crescimento folicular nos Bos taurus indicus (4/25 - 16%),
comparado com Bos taurus taurus (0/17). Quatro ondas de crescimento folicular
também tém sido relatadas em novilhas Brahman (8/117 - 6,8%) (RHODES et al.,



1995) e em vacas (3/32 - 9,3%) (ZEITOUN et al., 1996), e em vacas Gir (4/15 -
26,7%) (VIANA et al., 1998). Contrariamente, em um estudo de FIGUEIREDO et al.
(1997) com novilhas Nelore, esse numero foi reduzido (1/17 - 5,8%).

Em relagcéo a populagao folicular, tém sido reportado que os ovarios
de novilhas Bos taurus indicus apresentam maior quantidade de foliculos menores
que 5 mm de diametro do que novilhas Bos taurus taurus (SEGERSON et al., 1994).
Também ha evidéncias que os sistemas ovarianos de insulina e de fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) de animais Bos taurus indicus diferem dos
animais Bos taurus taurus, como observado por BURATINI et al. (2000), onde o
tratamento com somatotropina recombinante bovina (bST) aumentou as
concentragdes plasmaticas de IGF-1 e o numero de pequenos foliculos (<5 mm).
Fato similar foi observado em Bos taurus taurus (GONG et al., 1991), porém com
uma taxa de incremento do numero de foliculos menor que o observado em Bos
taurus indicus, sugerindo que o sistema ovariano de IGF-1 pode diferir entre animais
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. Também foi observado que vacas Brahman
apresentam maiores concentragdes plasmaticas de IGF-1 (SIMPSON et al., 1994,
ALVAREZ et al., 2000) e menores concentragcbes plasmaticas de FSH que vacas
Angus, sugerindo que o maior numero de foliculos em vacas Brahman, mesmo com
menores concentragbes de FSH, possa ser devido as altas concentragbes de IGF-1.
Além disso, elevadas concentragdes de IGF-1 e menores concentragdes de FSH
resultam em foliculos dominantes menos persistentes, o que resulta em um maior
numero de ondas foliculares durante um ciclo estral, traduzindo-se em uma maior
incidéncia de ciclos estrais com quatro ondas (ALVAREZ et al., 2000). Tal diferenca
pode também explicar o porqué Bos taurus indicus sdo tao sensiveis as dosagens
aplicadas de FSH comumente usadas para superovulagcdo de animais Bos taurus
taurus (BARROS e NOGUEIRA, 2001).



3.2. Efeitos da nutricao sobre o desenvolvimento folicular e

produgdo de embrides

Em fémeas bovinas, acredita-se que o maior determinante do
sucesso reprodutivo é o processo fisiolégico onde as gonadotrofinas (FSH e LH)
secretadas pela glandula hipéfise irdo agir sobre receptores especificos no ovario
para estimular o desenvolvimento folicular e produzir um oécito maturo e
competente (DRIANCOURT, 2001). Varios estudos mais antigos investigaram a
hipétese de que a nutricdo e sinais metabdlicos relacionados influenciam a funcao
ovariana por alterarem o eixo hipotaléamico-hipofisario a modularem a secrec¢ao de
gonadotrofinas. Esses estudos ndo demonstraram uma relacao consistente entre a
nutricdo e a secrecdo de gonadotrofinas em bovinos, como observado por
RHODES et al. (1996), que nado encontraram alteragcdes nas concentracdes
circulantes de FSH em novilhas durante e apds o anestro induzido por um longo
periodo de restricdo na ingestdo de matéria seca, e por GUTIERREZ et al. (1997),
onde a suplementacdo com 200% das exigéncias de manutengéo por 3 semanas
também n&o produziu alteragbes nas concentragbdes destes hormdnios. Enquanto
mudancas severas e prolongadas na nutricdo podem alterar a secregcdo de LH em
bovinos, alteragbes por curtos periodos parecem nao afetar a secregao pulsatil de
LH e FSH em bovinos (BOLAND et al., 2001).

A restricdo alimentar em novilhas pode afetar adversamente
parametros morfologicos e funcionais do desenvolvimento folicular, como tamanho,
taxa de crescimento e atividade esteroidogénica do foliculo dominante (BEAM &
BUTLER, 1999; RHODES et al.,1996). Inversamente, a pratica de “flushing” (aumento
da ingestao de energia por curtos periodos) tém sido responsavel por melhorar o
desenvolvimento do foliculo ovariano e diminuir a percentagem de foliculos atrésicos
nos ovarios (MAURASSE et al.,, 1985). Entretanto, alguns autores ndo tém
encontrado aumento na populagéo folicular ou melhoras na resposta de produgao de
embrides quando novilhas e vacas foram suplementadas com niveis aumentados de
energia na dieta (BASTOS et al., 2007 a; BASTOS et al., 2007 b)



Ja NOLAN et al. (1998) demonstraram em seu trabalho, que a
restricdo alimentar com suplementacéo de dieta contendo 9,6 MCal/kg/cab/dia de
EM (2,18 Kg NDT) contribuiu para o aumento das concentragdes circulantes de
Progesterona (P4) em novilhas taurinas em relacdo aos animais que receberam
alimentag&o ad libitum. Tais resultados devem-se, provavelmente, ao aumento do
fluxo sanguineo pelo figado quando do aumento da ingestdo de alimentos, o que
resulta na maior metabolizagdo hepatica da P4 pelo figado. No mesmo trabalho
também foi encontrado que animais recebendo uma dieta restrita apresentaram
aumento no numero de foliculos ap6s a administracao de 600 Ul de pFSH, sem no
entanto apresentar diferencas nas taxas de cultivo e de blastocisto quando
comparadas aos animais que receberam dietas ad libitum.

Estudos mais recentes tém testado a hipotese que hormoénios
relacionados com a reprodugdo exercem suas fungdes diretamente nos ovarios. Em
bovinos, tratamentos com bST aumentam significativamente a populagdo de
pequenos foliculos (<4 mm). Este aumento esta relacionado com aumento nas
concentracdes de insulina e IGF-1. Nestes estudos, as concentragbes plasmaticas de
insulina foram positivamente correlacionadas com a energia da dieta e foi proposto
que este hormbénio € um fator chave que modula os efeitos da nutricdo sobre a
funcao ovariana. Tal fator é explicado pelas observagdes que as células da granulosa
do foliculo bovino s&o dependentes de concentracdes fisiolégicas de insulina
(HOLTOREF et al., 1989; GUTIERREZ et al., 1997; GLISTER et al., 2001) e que a
infusdo de insulina em novilhas de corte aumenta o didmetro de foliculos dominantes
(SIMPSON et al.,, 1994). BEAM E BUTLER (1997) observaram que falhas na
ovulagdo durante a primeira onda folicular em vacas foram associadas a baixas
concentracdes de insulina, sugerindo que a baixa fertilidade pode estar associada a
este horménio. Os receptores de insulina sdo largamente distribuidos no ovario e
existe a evidéncia in vitro e, indiretamente, in vivo, para um efeito estimulatério da
insulina sobre a esteroidogénese ovariana.

Assim como a insulina, o IGF-1 é um potente estimulador da
secrecao de P4 pelo corpo luteo (CL) (SPICER & ECHTERNKAMP, 1995; MAMLUK



et al., 1999). Ambos horménios atuam juntamente com as gonadotrofinas para
aumentar a proliferacéo celular e a esteroidogénese pelas células da granulosa e da
teca (SPICER e ECHTERNKAMP, 1995).

As concentragdes plasmaticas de Insulina e IGF-1 diminuem quando
as dietas deficientes levam os animais ao anestro, mas ao contrario da insulina, que
tem acéo sistémica e é levada aos ovarios pelo sangue, IGF-1 também € produzida
localmente no ovario, e suas concentragdes no fluido folicular ndo sao afetadas pelo
estado nutricional (SPICER et al., 1992). Portanto, as concentracbes de insulina
estdo mais relacionadas a atuarem como um “sinal” nutricional para os centro
hipotalamicos que regulam a secrecdo de GnRH e a ciclicidade (MILLER et al,,
1995).

Existem varias formas de elevar os niveis circulantes de insulina,
dentre elas, as dietas que promovem o aumento da producé&o de propionato no
ramen podem ser eficazes, mas podem diminuir o apetite dos animais
(FARNINGHAM & WHYTE, 1993). O fornecimento de gordura para vacas Brahman
resultou em maiores niveis circulantes de insulina (THOMAS et al., 1997), mas
elevou também a producgao de leite em vacas Holandesas (BEAM & BUTLER, 1997),
interferindo negativamente no balango energético dos animais. A suplementagdo com
altos niveis de proteina para ruminantes esta associada com o aumento dos niveis
circulantes de insulina em varios estudos (BASSETT et al., 1971), e conforme
observado por LANDAU et al. (1996), altera a foliculogénese dos animais ja aos cinco
dias ap6s o inicio da suplementacdo. Também a infusdo de aminoacidos de cadeia
ramificada, como a leucina, ou a inclusdo de alimentos ricos em leucina na dieta
aumenta as concentragbes plasmaticas de insulina (LANDAU et al., 1996).

Uma grande variedade de dietas tem mostrado afetar ndo somente o
crescimento folicular, mas também a qualidade do odcito (ARMSTRONG et al., 2001;
BOLAND et al., 2001). Mudancgas na ingestao de energia sdo capazes de influenciar
negativamente a morfologia e a competéncia de o6citos. O aumento da ingestéo de
Proteina Degradavel no Rumen (PDR) produz um aumento da concentragdo de

amodnia no fluido folicular, porem diminui as concentragcbées plasmaticas de insulina



(SINCLAIR et al., 2001). Essas alteracdes foram associadas com mudangas no
padrdo de crescimento folicular e redugdo na taxa de clivagem e de blastocisto in
vitro. Embora estas mudancgas alterem as taxas de produgéo in vitro, 0 mesmo nao
tem ocorrido com embrides in vivo, e melhoras no desenvolvimento embrionario
precoce tém sido demonstradas em novilhas suplementadas com uma taxa
aumentada de insulina em relagéo ao glucagon (MANN et al. 2003).

O sistema ovariano do IGF pode ser influenciado pela dieta, e tem o
potencial de interagir diretamente com o odécito através do receptor Tipo |
(ARMSTRONG et al., 2001, 2002). Os foliculos pequenos de novilhas alimentadas
com grandes quantidades de energia tem menores niveis de mRNA para IGFBP-2 e
4 (ARMSTRONG et al, 2001), o que regula a biodisponibilidade de IGF.
Provavelmente este é o fator critico que controla a capacidade de desenvolvimento
do odcito (ARMSTRONG et al., 2002). Certamente a superestimulagcéo pelo IGF, e
possivelmente pela insulina, podem ter efeitos negativos no desenvolvimento do
odcito. Alguns estudos tém demonstrado que as concentragdes de IGF-1 sao 6timas
para o crescimento de foliculos in vitro, mas podem ter efeitos negativos na
maturacdo oocitaria (MCCAFFERY et al, 2000). Estes dados sugerem que
mudancas induzidas pela nutricdo nos niveis circulantes de insulina e IGF-1 e no
sistema ovariano de IGF-1 s&o importantes para o recrutamento folicular, no entanto,
estas mudancas podem ter efeitos negativos na qualidade do odcito presente no
foliculo em crescimento, dependendo dos niveis sanguineos de insulina e do ECC
dos animais (ADAMIAK et al., 2005).

Trabalhando com ovelhas MCEVOY et al. (1995) e LOZANO (2003)
observaram uma menor viabilidade ovocitaria ou uma producgéo in vitro menor de
embrides viaveis nos animais recebendo dietas acima dos niveis de manutengdo em
relacdo aqueles com dietas abaixo da manutencao.

Em trabalho onde foi avaliada a producéo in vitro de embrides em
grupos de novilhas taurinas recebendo dietas com alta ou baixa quantidade de
energia, NOLAN et al. (1998), encontrou maior quantidade de foliculos aspirados nas

dietas com alta energia, porém com menores taxas de clivagem e de blastocistos. Em
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outro estudo, novilhas taurinas alimentadas por um curto periodo de tempo com feno
tiveram mais o6citos fecundados comparadas as demais recebendo silagem, sem
diferencgas, entretanto na producao in vitro de embrides (YAAKUB et al., 1999)
ADAMIAK et al. (2005) observaram que o fornecimento de dietas
com 200% dos requerimentos de mantenga associado a um ECC alto em bovinos, foi
prejudicial a qualidade oocitaria e producdo in vitro de embrides, porém a alta
ingestdo alimentar em novilhas com baixo ECC apresentou efeito positivo no
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto. Os autores sugerem que o
“flushing”nutricional associado ao alto ECC nos animais possa exercer um efeito
deletério sobre a maturacgao oocitaria e producado de embrides, possivelmente devido
a hiperinsulinemia observada neste grupo de novilhas (BASTOS et al., 2007 ab). Ja
FRERET et al. (2006) encontraram efeitos prejudiciais do alto ganho de peso em
novilhas holandesas na producéo in vitro de embrides comparadas a novilhas com
baixo ganho de peso, valendo ressaltar que estes animais apresentavam balancgo

energético positivo, e moderado ECC.

3.3. Adicao de gordura dietética

A gordura suplementar pode aumentar a concentragao de energia da
dieta e o status energéticos dos bovinos, melhorando desta forma a fertilidade. No
entanto, os acidos graxos (AGs) também parecem afetar os processos reprodutivos
de maneira que nao estdo relacionadas a energia. Como exemplo, a maior
disponibilidade de precursores dos acidos graxos permite maior secrecdo de
esterdides e eicosandides, que podem alterar a funcdo uterina e ovariana. Nas
células, os acidos graxos podem ter efeitos diretos na transcricdo dos genes que
codificam proteinas essenciais para os eventos reprodutivos, afetando ainda a
estrutura da membrana celular.

Gorduras de origem vegetal e animal contém os AGs insaturados

palmitico, oléico, linoléico e linolénico. O AG mais freqiente em sementes de
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oleaginosas € o acido linoléico (C18:2), ja em forragens ha a predominancia do acido
linolénico (C18:3). Os AGs derivados de 0Oleos vegetais parecem ter maior impacto
sobre o desempenho reprodutivo. Das diversas fontes as mais comuns incluem:
semente ou 6leo de girassol, semente de cartamo, carogo de algodédo, farelo de
arroz, e grao de soja (FUNSTON, 2004).

Existem evidéncias de que a suplementacdo com gorduras altera o
clearance de progesterona. GARCIA-BOJALIL et al. (1998) verificaram que a
suplementacédo de vacas de leite em lactagdo com sais de Ca de acidos graxos de
cadeia longa duplicou o numero de corpos luteos, reduzindo o tempo da primeira
elevacdao de P4, duplicou o numero de fases luteas normais e aumentou as
concentragdes plasmaticas de P4, elevando também as taxas de prenhez de 52,3
para 86,4%, com aumento do tamanho dos corpos luteos. Em outro estudo, onde
células da granulosa foram coletadas de vacas suplementadas com gordura, estas
apresentaram maiores secrecdes de P4 e androstenediona (WEHRMAN, 1991).

No entanto, existem evidéncias de que apenas 4acidos graxos
saturados ou monoinsaturados melhoram as concentragbes de P4 circulante. A
incubacéo de células luteas dispersas de bovinos com PUFAs diminuiu a secregéo de
P4 (HINCKLEY et al, 1996). Em outro estudo, as mesmas dietas reduziram a
progesterona plasmatica, particularmente no inicio da fase lutea (ROBINSON, et al.,
2001).

HOMA E BROWN (1992) estudaram a composicéo do fluido folicular
de foliculos em desenvolvimento, em relagdo a quantidade de acidos graxos. O acido
linoléico foi o principal acido graxo encontrado, constituindo um terco dos
encontrados. O acido oléico representava 19% dos acidos graxos totais em foliculos
pequenos e 17% em foliculos grandes. Os acidos graxos saturados representavam
menos de 30% dos acidos graxos totais no fluido folicular. A propor¢cado de acido
linoléico foi significativamente menor no fluido folicular de foliculos grandes ( 31% dos
acidos graxos totais) do que de foliculos pequenos (35% dos acidos graxos totais).
Houve correlagao inversa entre o didametro do foliculo e a propor¢ao de acido linoléico

no fluido folicular.
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ADAMIAK et al. (2006) compararam a composicdo de AGs
plasmaticos com a de células da granulosa (CGs) e de complexos cumulus-oécito
(COCs) em novilhas suplementadas com 0 ou 6% de sais de célcio e 6leo de palma.
Altos niveis de AGs na dieta reduziram o numero de blastocistos em novilhas com
escore de condigdo corporal (ECC) baixa, mas ndo no ECC moderado. As alteragdes
induzidas pela dieta no conteudo de AGs no plasma foram menos aparentes nas CGs
do que nos CCOs. Ainda que os lipideos da dieta aumentassem o teor de AGs nos
COCs, a captacéo seletiva de AGs saturados, assegurou que a composicdo dos
COCs nao fosse influenciada pela dieta. Contudo, a concentracdo de AGs saturados
dentro dos COCs foi elevada, e aumentos posteriores no teor de AGs podem ter
comprometido o desenvolvimento pés-fertilizacao.

FOULADI-NASHTA et al. (2007) estudaram os efeitos dos AGs da
dieta sobre a qualidade do oécito em vacas leiteiras em lactagdo, que foram
alimentadas com dietas contendo niveis altos (0,8 kg/d) ou baixos (0,2 kg/d) de sais
de caélcio de 6leo de palma, e os od6citos foram coletados por OPU. Durante o cultivo
in vitro, uma maior proporgao de odcitos fertilizados do grupo tratado com alto teor de
gordura desenvolveu-se até o estadio de blastocisto. Os mesmos autores
compararam também os sais de calcio de 6leo de palma com gorduras protegidas na
forma de soja (ricas em acido linoléico) ou linhaga ( ricas em acido linolénico). Foram
encontradas diferencas nos perfis de AGs do soro e do leite, que estavam
diretamente relacionados com os perfis de AGs da dieta. A taxa de clivagem e a
qualidade dos o6citos foram menores nas vacas que receberam gorduras com altos
teores de acido linoléico ou linolénico. Ndo se sabe se estes efeitos s&o devido as
diferengas na estrutura da membrana do odcito, status oxidativo ou AGs como fonte
de energia.

Os efeitos do fornecimento de gordura sobre a populacéo folicular
tém sido observados para gado de leite e de corte em todos os estagios da lactagao.
Quando o milho foi substituido por gordura inerte ao nivel de 2,2% da MS total, ao
mesmo tempo em que a densidade energética da dieta foi mantida constante,

observou-se um aumento no numero de foliculos médios antes do 25° dia apds o



13

parto (LUCY et al., 1991). No 25° dia, o ciclo estral foi sincronizado e o numero de
foliculos pequenos e grandes aumentou no grupo de vacas cujas dietas foram
suplementadas com gordura. Outros autores (BEAM E BUTLER, 1998; BEAM E
BUTLER, 1997) observaram efeitos similares da suplementagcéo de gordura sobre a
populagao folicular de vacas de leite.

THOMAS et al.(1997) observaram que a adicdo de carogo de
algoddo aumentou as concentrac¢des séricas de GH, insulina, colesterol e IGF-1. No
presente estudo, a dieta com carogo de algodéo (15% MS) proporcionou 0 consumo
de 671 g/dia. Com base na estimativa de liberagcdo de acido linoléico no intestino
delgado, que n&o passa pela biohidrogena¢ao no rumen, pode ser absorvido até 168
g desse acido (STAPLES et al., 1998). THOMAS E WILLIANS (1996) encontraram
também um aumento na taxa de crescimento folicular em resposta a suplementagéo
de 6leo de soja (4% da MS) em vacas de leite.

Efeitos similares da suplementacdo com gordura sobre o niumero e o
tamanho dos foliculos ovarianos tém sido observados em vacas de corte pos-parto,
embora alguns resultados sejam contraditérios. A adicdo de gordura a dieta
aumentou o numero de foliculos de todas as classes de tamanho em vacas no pés-
parto (THOMAS E WILLIAMS, 1996). Um aumento no numero de foliculos menores
pode refletir em uma selegdo maior de estruturas disponiveis para desenvolvimento
posterior. Um numero maior de foliculos pode indicar um processo de selegdo
folicular alterado e maior disponibilidade de estruturas para ovular ou disponiveis
para aspiracgao folicular (OPU).

O colesterol é a substancia precursora para a sintese de
progesterona pelos tecidos esteroidogénicos, e a HDL e a LDL fornecem colesterol
aos tecidos ovarianos para a sintese de horménios esteréides (GRUMMER E
CARROLL, 1991; GRUMMER E CARROLL, 1988). A hipercolesterolemia pode
aumentar a concentragdo plasmatica de progesterona em bovinos. Entretanto, o
mecanismo parece estar associado com a taxa de metabolizacao de progesterona, e
ndo com a sua sintese pelo CL (HAWKINS et al., 1995).
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Aumentos na fertilidade do rebanho tém sido associados com uma
concentracdo mais alta de progesterona durante as fases luteais anterior e posterior
a inseminacdo (BRITT et al., 1996; GRUMMER E CARROLL, 1991). Tem sido
demonstrado que a adi¢ao de gordura as dietas de vacas de leite e de corte aumenta
as quantidades de colesterol no plasma, e a concentragdo de colesterol nos fluidos
corporal e folicular e no CL (STAPLES et al., 1998; RYAN et al., 1992; GRUMMER E
CARROLL, 1991). O aumento nas concentracbes de colesterol plasmatico em
bovinos deve-se principalmente ao aumento do nivel de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (HAWKINS et al., 1995), sendo esta a unica lipoproteina com
acesso ao compartimento intrafolicular, independentemente da espécie.

GRUMMER E CARROLL (1991) revisaram diversos estudos nos
quais lipideos foram acrescentados a dieta de vacas de leite. Eles observaram que,
em todos eles, as concentragbes de colesterol no plasma foram consistentemente
elevadas nas dietas com suplementagcdo com gordura, em relagéo as dietas controle.
Utilizando dados com gado de leite e de corte (SANTOS E AMSTALDEN, 1998),
foram observados resultados similares aos descritos por aqueles autores.

Como o colesterol circulante é o substrato primario para a sintese de
P4 em mamiferos, a adicao de gordura poderia propiciar um aumento na sintese de
P4, e elevar a progesterona plasmatica. Este efeito tem sido observado tanto para
vacas de leite como de corte. A concentracéo de progesterona no fluido folicular e no
tecido luteal aumentou, conforme demonstrado em alguns estudos (RYAN et al.,
1995; RYAN et al.,, 1992), mas ndo em todos (LAMMOGLIA et al., 1997) quando
gordura foi adicionada a dieta.

HAWKINS et al. (1995) sugeriram que o aumento na concentragao
de progesterona plasmatica em vacas alimentadas com gordura ndo é devido ao
aumento na sua sintese, mas sim devido a uma menor taxa de metabolizacdo. Estes
resultados podem explicar a razdo pela quais vacas de leite e de corte tém maiores
niveis de progesterona no plasma, sem efeito no nimero ou no tamanho (area) do

CL, quando elas sao alimentadas com dietas contendo gordura (GARCIA-BOJALIL et
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al., 1998; LAMMOGLIA et al., 1997; THOMAS E WILLIAMS, 1996; RYAN et al.,
1995).

A concentracdo de progesterona antes e depois da IA tem sido
associada com o aumento da fertilidade de vacas de leite e de corte. A recuperagéo
de embrides 7 dias ap6s o cio em vacas de leite em lactacdo aumentou a medida que
a concentragédo de progesterona no plasma aumentou durante a fase luteal do ciclo
anterior (BRITT et al., 1996). Entretanto, a suplementagdo com gordura na dieta de
vacas de corte nao afetou a taxa de fertilizacdo nem a recuperagcédo de embrides apos
a superovulagédo (RYAN et al., 1992).

3.4. Metabdlitos Sanguineos

A quantificagdo de metabdlitos sanguineos € uma ferramenta para
avaliacdo do estado de deficiéncias nutricionais e anormalidades que podem estar
ligadas com a infertilidade bovina (ROWLANDS et al.,1980). Varios estudos tém sido
realizados com o intuito de verificar as relacdes e efeitos de metabdlitos sanguineos
nos paramentros reprodutivos, entre eles glicose, uréia, colesterol, albumina e
insulina, mas os resultados s&do contraditorios. Uréia e glicose podem ser usados
para monitorar a ingestdo de alimentos protéicos e energéticos, segundo
ROWLANDS et al. (1980). RUAS et al. (2000) ndo observaram relagdo dos niveis
plasmaticos de colesterol com a fertilidade, enquanto que KAPPEL et al. (1984) a
encontraram. RUTTER & MANNS (1987) relacionaram a hipoglicemia com a
depressdo da funcdo reprodutiva, enquanto que BLOWEY et al. (1973) e
ROWLANDS et al. (1980) ndo encontraram correlacdo de niveis plasmaticos de
glicose com a fertilidade. RICHARDS et al. (1989) e VIZCARRA et al. (1998)
associaram concentragdes reduzidas tanto de glicose como de insulina com anestro
nutricional. Varios autores tém observado que baixas concentragdes de albumina ou
a inabilidade para manter seus niveis estaveis no poés-parto atrapalham a funcéo
reprodutiva (CARROLL et al., 1988).
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3.5. Produgao in vitro de embrides

Por mais de uma década, tém sido produzidos bezerros através da
maturacédo (MIV), fecundacéao (FIV) e cultivo in vitro (CIV), entretanto a proporgéo de
oocitos que se desenvolvem até o estagio de blastocisto ndo tem aumentado (FARIN
et al.,, 2001). Muita atencado tém sido dada ao ambiente de desenvolvimento in vitro,
no entanto, a inabilidade em aumentar a producgéo in vitro de embrides pode ser
resultado de uma inerente competéncia dos odcitos colhidos de pequenos foliculos
(2-6 mm de diametro). A maioria dos COCs obtidos de foliculos de 2-6 mm
conseguem completar a maturagéo nuclear in vitro, mas muitos ndo sdo capazes de
produzir blastocistos (BRACKET & ZUELKE, 1993). A competéncia oocitaria,
definida como a habilidade de um oécito desenvolver-se até o estadio de blastocisto
em cultivo in vitro, tém sido examinada em relagdo ao diametro folicular em bovinos
(PAVLOK et al., 1992; DODE et al., 2000 ), e o didmetro folicular tém sido usado
como o principal método para selecionar COCs para a producgéo in vitro. No entanto,
foliculos de mesmo diametro podem estar em fases fisiolégicas distintas, desde a
fase de crescimento até a fase de atresia, dependendo do estagio de
desenvolvimento da onda folicular no momento da aspiracéo folicular. Alguns estudos
sao controversos quando da indicacédo do melhor momento para obtencéo de odcitos
competentes para a producgéo in vitro de embrides.

DODE et al. (2000) nédo observaram diferencas nas taxas de
maturagéo nuclear e clivagem em odcitos obtidos de vacas zebuinas, em relagdo ao
diametro folicular (1-9mm), sugerindo que a competéncia para maturacdo em
zebuinos é adquirida mais cedo ou com tamanho menor de foliculo do que em
taurinos.

Em estudo com animais Bos taurus taurus, VASSENA et al. (2003)
encontraram diferencas na taxa de producgao de blastocisto a partir de o6citos obtidos

em diferentes dias de crescimento folicular. Os o6citos coletados a partir de foliculos
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com 5 dias ap6s o inicio de crescimento de uma onda folicular, apresentaram taxa de
producdo de blastocisto de 23%, superior aos coletados nos dias 2, 3 e 7 que
apresentaram taxas de 12, 13 e 16%, respectivamente. Estes dados sugerem que os
odcitos contidos em foliculos subordinados de 5 dias de crescimento encontravam-se
no inicio da fase de atresia, e que a atresia inicial € benéfica a competéncia oocitaria,
embora as razbes ndo sejam bem conhecidas. J& MACHATKOVA et al. (2004)
avaliando a recuperacéo e as taxas de producgdo de blastocisto a partir de o6citos de
diferentes classes de tamanho em duas fases de crescimento (3 e 7 dias apos inicio
de onda folicular), ndo encontraram diferengas nas taxas de producao de odcitos, e
as melhores taxas de producgéo de blastocistos a partir de o6citos e o numero médio
de embrides por doadora foram maiores na fase de crescimento (dia 3) do que na
fase de dominancia (dia 7), com valores de 30,3 e 14,9% para taxa de produgao de
blastocisto, e 8 e 3,8 para numero de embrides, respectivamente. HENDRIKSEN et
al. (2004) encontraram melhores taxas de producdo de blastocistos quando os
oocitos foram aspirados no dia 2 (27%) e no dia 5 (29%), em comparagao com o dia
8 (15%) a partir do inicio do crescimento de uma nova onda folicular, o que sugere

um efeito negativo do foliculo dominante sobre a competéncia oocitaria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e tratamentos

Experimento 1 — Efeito da suplementagdo energética e com
Megalac sobre o perfil metabdlico, desenvolvimento folicular e produgao de

oocitos e embrioes em novilhas Nelore

Vinte novilhas Nelore (Bos taurus indicus) com idade média de 30
meses, com peso medio de 417,0 £ 42,4 kg foram distribuidas aleatoriamente em 3
tratamentos, de acordo com o peso e a populagdo folicular avaliada por
ultrasonografia: T1 (n= 7), cujos animais receberam 100% das exigéncias de
manutenca de energia (MANT), calculados conforme NRC (1997), T2 (n= 6), onde o0s
animais receberam 170% das exigéncias de manutencdo de energia (1,7 X M),
conforme NRC, e T3 (n= 7), onde os animais receberam 170 % das exigéncias de
manutencao de energia (1,7X M), conforme NRC, com adi¢do de 200 g de gordura
protegida (Megalac®) (MEGA). O periodo de adaptacao das dietas foi de 14 dias,
onde os animais receberam feno de capim Brachiaria e suplemento concentrado com
18% Proteina Bruta (PB) e 65% Nutrientes Digestiveis Totais (NDT), composta de
milho, farelo de soja e premix mineral, para atender 100% dos requisitos de
manutenc¢ao de energia e proteina, em quantidade equivalente a 2% do peso vivo em
materia seca (MS). O fornecimento de racao foi realizado em duas refei¢cdes diarias,
as 08:00 h e as 16:00 h, nas dependéncias da EMBRAPA-CNPGC, em Campo
Grande-MS. Antes do fornecimento do suplemento foram avaliadas e pesadas as
sobras da refeicao anterior, para mensuragao do consumo individual.

Imediatamente apdés o periodo de adaptagdo, foi iniciada a
suplementacéo diferenciada, de acordo com os tratamentos descritos acima, os quais

se encontram sumarizados na Tab 1.
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Tabela 1- Composicéo das dietas experimentais do exp 1.

T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (MEGA)
Feno (kg/dia) 4,40 4,40 4,50
Milho (kg/dia) 0,51 3,85 3,40
Farelo Soja(kg/dia) 0,22 0,63 0,58
Suplemento mineral (6% P) 0,03 0,02 0,02
Uréia (kg/dia) 0,14 0,02 0,02
Gordura Protegida (kg/dia) - - 0,20

4.1.2. Experimento 2- Efeito da suplementagao energética e com
diferentes fontes de gordura sobre desenvolvimento folicular e producao de

oocitos e embrioes de Novilhas Nelore

Doze novilhas Nelore (Bos taurus indicus) com idade variando de 14
a 18 meses, com peso meédio inicial de 338,6 kg, foram distribuidas em 4
tratamentos, de acordo com o peso e a populagcdo folicular avaliada por
ultrasonografia: T1 (n=3), cujos animais receberam 100% das exigéncias de
manutencao de energia, calculados conforme NRC (1997) (MANT), T2 (n=3), onde
0s animais receberam 170% das exigéncias de manutencao de energia, conforme
NRC (1,7 X M), T3 (n=3), onde os animais receberam 170% das exigéncias de
manutencao de energia, conforme NRC, com adi¢do de 4% de 6leo de soja na MS
(SOJA), e T4 (n=3), onde os animais receberam 170% das exigéncias de
manutencao de energia, conforme NRC, com adigdo de 200 g de gordura protegida-
acidos graxos de cadeia longa (Megalac®) (MEGA). A composicdo das dietas
experimentais encontra-se sumarizada na Tab. 2.

O periodo de adaptacao foi de quinze dias, durante o qual os animais
receberam silagem de milho e suplemento energético com 18% PB e 65% NDT
composta de milho, farelo de soja e premix mineral, para atender 100% dos
requisitos de manutencéo de energia e proteina, em quantidade equivalente a 2% do
peso vivo em matéria seca. O fornecimento de racéo foi realizado em duas refeigbes
diarias, as 08:00 h e as 16:00 h. Antes do fornecimento da racao foram avaliadas e

pesadas as sobras da refei¢cao anterior, para avaliagdo do consumo.
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Imediatamente apds o periodo de adaptagdo, foi iniciada a
suplementacao diferenciada, de acordo com os tratamentos descritos acima. Apds o
periodo de adaptagdo, coleta de sangue, avaliagdo do desenvolvimento folicular e
aspiracao folicular para fertilizagéo in vitro, com duracao total de 35 dias, os animais
foram novamente colocados na dieta de adaptagao, e alternados de dieta, totalizando

trés periodos de coleta.

Tabela 2 - Composigdo das dietas experimentais exp 2.

T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (SOJA) T4 (MEGA)

Silagem milho(kg/dia) 3,63 4,60 4,30 4,30
Suplemento Energético (18% PB-65 NDT) 1,35 3,60 3,20 3,20
Suplemento mineral (6% P ) 0,07 - - -
Uréia 0,14 - - -
Oleo Soja (kg/dia) - - 0,32 -
Gordura Protegida (kg/dia) - - - 0,20

4.2. Sincronizacao de cio e avaliacao do desenvolvimento

folicular

Apés quinze dias de arracoamento com as dietas experimentais, os
animais foram sincronizados para apresentarem ovulagdo em um periodo préximo,
através da utilizagdo de implante de dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de
progesterona (Cronipress ® - Biogenesis Arg) e aplicacao de 2 mg de benzoato de
estradiol no dia da colocag¢ao do implante. O implante foi mantido por oito dias, e dois
dias antes da retirada dos implantes foi aplicada uma dose de PGF;, (Croniben ® -
Biogenesis - Arg). Um dia ap6s a retirada do implante, foi aplicado 100 ug de acetato
de Buserelina para indug¢ao de ovulagéo e foi realizada a identificagdo visual do estro
dos animais. Ap6s a visualizacdo do foliculo pré-ovulatério foi acompanhado
diariamente o desenvolvimento folicular com a utilizagdo de aparelho de ultra-som

com transdutor transretal de 7,5 MHZ (Falcon 100, Pie Medical®) até o oitavo dia do
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novo ciclo estral, com a identificacdo e aspiracédo do foliculo dominante, com no
minimo 0,8 cm de didmetro, conforme descrito por FIGUEIREDO et al. (1997). A cada
avaliacdo dos animais, os foliculos foram identificados, desenhados em diagramas e
mensurados, sendo 0s maiores acompanhados individualmente pela posi¢cado e
diametro durante os dias sucessivos para a determinagao dos foliculos dominantes e
subordinados.

O numero de foliculos a emergéncia da onda, o didmetro e a taxa de
crescimento do foliculo dominante e pré-ovulatério foi avaliada.

Na Fig. 1 encontram-se sumarizadas as atividades desenvolvidas

durante o periodo experimental.

| Suplementacao diferenciada |

| Us e coleta sangug
OVUL opusincro opu
D-24 D-10 DO D8 D11

Figura 1- Atividades durante o periodo experimental

D -24: Inicio da suplementacao diferenciada;

D -10: Implante Progesterona e aplicagéo estradiol;

D -4: Aplicacao PgF2a ;

D-2: Retirada implante;

D-1 até D 0: Observacéo cio animais e desenvolvimento folicular;
D1 até D8: Avaliacdo desenvolvimento folicular e coleta de sangue
D8: Aspiragao foliculo dominante e maiores 5mm

D 11: OPU e MIV
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4.3 Colheita de sangue e dosagens de metabdlitos sanguineos

Nos dias 1 e 2 apds a ovulagdo foram colhidas duas amostas de
sangue, as 7:00 e 18:00 h, e apds o dia 3 até o dia 8 do ciclo estral, foi colhida as
7:00, antes do fornecimento da alimentacédo, uma amostra de sangue através da veia
coccigea, em tubos contendo heparina, para obtencdo do plasma sanguineo. Os
tubos foram mantidos em gelo até a centrifugagdo a 3000 rpm por 10 minutos. Apés a
centrifugacdo, as amostras foram acondicionadas em tubos Eppendorf e
armazenadas a —20 ° C até a determinagédo das concentragdes hormonais. Apds a
separagdo do plasma sanguineo foi efetuada a avaliagdo das concentracdes
plasmaticas de glicose, uréia, albumina e colesterol com utilizagao de kits comerciais,

envolvendo reagbes enzimaticas colorimétricas com o uso de espectrofotdmetro.

4.4. Radioimunoensaio

A dosagem da concentracéo plasmatica dos horménios foi realizada
na FMVA-Unesp Campus de Aracatuba, Laboratério de Endocrinologia,
Departamento de Apoio, Producéo e Saude Animal (DAPSA). Para a dosagem de
progesterona foi utilizado um kit comercial (Coat-a-Count, Diagnostic Products
Corporation, CA, USA), utilizado de acordo com as recomendag¢des do fabricante. Em
um ensaio realizado a sensibilidade foi de 0,01 ng/mL e o coeficiente intra-ensaio
2,4%.

A dosagem da concentracdo plasmatica de FSH foi determinada
utilizando radioimunoensaio validado para bovinos, com FSH bovino (USDA-bFSH)
para iodacédo e padrdo de referéncia e NIDDK-anti-oFSH como primeiro anticorpo,
previamente descrito por BOLT E ROLLINS (1983). Em um ensaio realizado a

sensibilidade foi 0,009 ng/mL e o coeficiente intra-ensaio de 4,93%.
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Os ensaios para determinagcdo de LH bovino foram adaptados dos
descritos por BOLT E ROLLINS (1983) e BOLT et al. (1990). Em um ensaio realizado

a sensibilidade foi 0,001 ng/mL e o coeficiente intra-ensaio de 3,6 %.

4.5. Aspiracao folicular

No dia 8 de crescimento folicular, os foliculos dominantes e todos os
foliculos maiores que 5 mm foram aspirados para sincronizagdo de uma nova onda
de crescimento folicular, e foi realizada a aplicagdo de 2 mL de PGF2a (Croniben ®-
Biogenesis Arg). Trés dias apds a aspiracao do foliculo dominante, foram aspirados
todos os foliculos visualizados nos ovarios para obtencao dos oocitos, com utilizagao
de agulhas de 18 G, acopladas a sonda convexa transvaginal, com bombas de
sucgdo a vacuo (70 mm/hg), produzindo um fluxo de 15 mL/ minuto.
Subsequentemente, o fluido folicular foi inspecionado em placa de Petri sob
microscopio estereoscdpico para a obtencédo dos Complexos cumulus-oécito (COCs).
Apds a selecao dos oocitos, os mesmos foram lavados 2 vezes em meio de lavagem
H-199 (constituido de meio TCM 199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM
de HEPES, 5 mM de Bicarbonato de sodio, 75 ug de Kanamicina/mL) e uma vez em
meio de maturacdo B-199 (constituido de TCM 199 com aditivos), antes de serem
tranferidos para criotubos contendo 200 pL de meio de maturacao coberto com 6leo
mineral. Os criotubos foram acondicionados em incubadora portatil Minitub em
atmosfera ambiente, em temperatura de 38,5°C e encaminhados até o Laboratério de

Fisiologia da Reproducao da Unesp, Campus de Aracatuba.

4.6. Producao in vitro de embrides

No laboratorio, os COCs selecionados foram removidos dos

criotubos e transferidos para placa de cultivo celular (35 mm de diadmetro - Corning),
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em microgotas de 100 uL de meio de maturagdo recobertas com 6leo mineral (20
COCs por gota). O meio de maturacéo utilizado (B-199) foi o TCM 199 adicionado de
0,2 mM de Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de sédio, 75 ug de Kanamicina/mL, 0,5
ug de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL, 1 ug de 17-f Estradiol/mL e 10% SFB. O cultivo
de maturagdo ocorreu por um periodo total de 24 horas em estufa a 38,5 °C,
contendo 5% de CO, em ar atmosférico e 99% de umidade.

Foi utilizado sémen de um unico doador e uma unica partida. As
palhetas de sémen foram descongeladas em banho-maria a 35-37°C durante 30
segundos. Os espermatozoides foram capacitados em heparina (30 ug/mL) e a
motilidade foi estimulada por PHE (40 uL/mL) (BAVISTER, 1989). A concentracao foi
ajustada para 25x10° espermatozdides vivos por mL, sendo adicionados 4 uL para
cada gota de fecundagao (concentracdo final de 100 x 10° espermatozoéides por gota
de meio).

Apds a maturacgdo, os oocitos foram lavados no meio de fecundacao
(TALP) suplementado com 10 ug/mL de heparina, 160 uL PHE e 0,6% BSA, sendo
entdo transferidos para as microgotas de fecundacao (20 odcitos/microgota). A
fecundagéo foi realizada a 38,5°C, por 18 horas em estufa contendo 5% CO2 em ar
atmosférico e 99% de umidade.

Apds, os provaveis zigotos foram lavados duas vezes em meio TALP
e uma vez em meio SOF-Modificado, sendo entao transferidos para as microgotas do
CIV. O cultivo de desenvolvimento embrionario foi realizado em microgotas de 100 uL
de meio SOF-Modificado suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% SFB. O cultivo foi
conduzido em estufa a temperatura de 38,5C° contendo 5% de CO, em ar
atmosférico e 99% de umidade, durante 7 dias. A cada 48 horas, 50% do meio de
cultivo foi renovado. A avaliagdo do desenvolvimento embrionario foi realizada 40
(clivagem), 120 (formacédo de moérulas e blastocistos), 168 horas poés-inseminacao

(formacéo de blastocistos), quando os blastocistos foram avaliados.
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4.7. Analise estatistica
Experimento 1

A analise estatistica foi efetuada empregando-se o sistema SAS
(Statistical Analysis System) (SAS, 1998), através do PROC GLM. Os dados de peso,
consumo de alimentos, concentragdes hormonais e desenvolvimento folicular
(numero e tamanho dos foliculos), foram avaliados em amostras repetidas utilizando
analise de variancia, com aplicagdo de teste de comparagcdo de médias (SNK
P>0,05) em um delineamento inteiramente casualizado. As percentagens de

desenvolvimento embrionario foram avaliadas utilizando teste de Qui-quadrado (x?).

Experimento 2

Na anadlise estatistica foi utilizado o programa SAS, aplicando-se
anadlise de varidncia, visando comparar as concentracbes dos metabdlitos
sanguineos e dados do desenvolvimento folicular (nUumero e tamanho de foliculos e
corpo luteo), producdo de odcitos, em amostras repetidas, tendo como fonte de
variacao os tratamentos e os periodos de colheita, em um delineamento em blocos
ao acaso. As diferencas observadas na analise de varidncia foram testadas
utilizando-se teste de comparacao de médias (SNK, P>0,05). Para analise das taxas

de producéo de embrides foi utilizado o teste Qui-quadrado xz.
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1 — Efeito da suplementagcdao energética e com
Megalac sobre o perfil metabdlico, desenvolvimento folicular e produgdo de

oocitos e embrioes em novilhas Nelore

5.1.1. Consumo de alimentos e ganho de peso

Os animais dos grupos T2 e T3 consumiram uma maior quantidade
de matéria seca, que o grupo T1 (P<0,05) (Tab. 3). Ao inicio do tratamento, o peso
das novilhas foi semelhante entre os tratamentos, com valores de 425,0; 419,3 e
398,0 Kg para os grupos T1, T2 e T3 respectivamente. Ao final do experimento, o
ganho de peso total dos animais dos grupos T2, T3 (22,0 + 12,68 e 21,4 + 11,67,
respectivamente) foi maior (P<0,05) do que o grupo T1 (1,4+£18,33) (Tab. 3 e Fig. 2).

Ganho de Peso

35 - 2 a
30 ~
L]
g fg | b

10

5 -

0

™ T2 T3
Tratamento

Figura 2- Ganho de peso total (kg), de acordo com o tratamento- Exp 1
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Tabela 3 - Ganho de peso (Kg) e consumo de alimento (Kg/MS/dia) durante os periodos experimentais

em fungdo dos tratamentos- exp 1.

N Ganho médio diario ECC inicial Ganho peso (Kg) Consumo de
(Kg/animal/dia) (1-9) alimento
T1(MANT) 7 0,1° 4,0° 1,40 +1,80° 5,32 +0,3°
T2 (1,7 XM) 6 0,9° 4,2° 22,0 +12,7° 8,14 +0,4°
T3 (MEGA) 7 0,9° 3,9° 21,4 +11,7° 8,03+ 0,6°

Médias, na coluna, seguidas de letras distintas sdo diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

Das 20 novilhas sincronizadas, uma novilha do grupo T1 e uma
novilha do grupo T3 nao apresentaram ovulacao apés a retirada dos implantes, e os

dados referentes foram suprimidos para as analises estatisticas.

5.1.2. Concentragées hormonais (P4), LH e FSH

Os valores de P4 variaram de 0,2 ng/dL no primeiro dia do ciclo apos
a ovulagdo ate 3,8 ng/dL no dia 8, com maior valor total para o grupo T3 (P<0,05)
(Tab. 4), menor valor para os grupos T1, e valor intermediario para o grupo T2. Foi
encontrada diferenga na concentracéo diaria deste hormdnio nos dias 6 e 7 do ciclo
estral, com maiores valores para o grupo T3 (Fig. 3). As concentracbes de FSH,

assim como de LH nao foram diferentes entre os tratamentos (P>0,05) (Fig 4).
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5.1.3. Uréia, albumina, colesterol e glicose

Nao houve diferenca na concentracédo plasmatica total de albumina
entre os grupos estudados (P>0,05) (Tab. 4). Os valores diarios de albumina
apresentaram diferencas entre os tratamentos nos dias 2 e 6 do ciclo estral, com
maiores valores encontrados no T1 (Fig 5).

Tabela 4 - Concentragdes dos metabdlitos sanguineos totais (Albumina, Colesterol, Glicose e Uréia) e
horménios (FSH, LH, P4), em fungéo dos tratamentos.

T1 (MANT) T2 (1,7X M) T3 (MEGA)
Albumina (g/dL) 24+05° 2,2+ 0,4 22+05
Colesterol (mg/dL) 112,8 + 27,0° 104,6 + 23,5° 115,1 + 31,8°
Glicose (mg/dL) 66,2 + 23,5° 75,6 £ 31,2° 73,2 + 44,17
Uréia (mg/dL) 17,3+ 5,1° 25,8 + 8,2° 24,0+7,2°
FSH (ng/mL) 0,8+0,1° 0,9+0,1° 0,8+0,1°
LH (ng/mL) 1,3+0,3° 1,4+0,3° 1,4+0,3°
Progesterona (ng/mL) 1,8+0,7° 2,1£0,8% 2,6+14°

Médias, na linha, seguidas de letras distintas sao diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

As concentragbes plasmaticas de glicose ndo variaram com os
tratamentos, tampouco, entre os dias do ciclo estral (P>0,05). Os valores de uréia
foram maiores nos grupos T2 e T3, do que no grupo T1 (P<0,05). Também os valores
de colesterol foram numericamente superiores no T1 e T3, porém ndo diferindo
estatisticamente entre si e entre 0 T2 (Tab 4).
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5.1.4. Desenvolvimento folicular

Em relagdo ao numero de foliculos menores que 4 mm, avaliados por
ultrasonografia, foi encontrado um aumento (P<0,03) no numero de foliculos nos
tratamentos T2, T3 em relagéo ao T1, a partir do dia 1 até o dia 2 do ciclo estral (Fig.
6). Foi encontrado um efeito (P<0,05) do dia do ciclo no numero de foliculos
pequenos encontrados, e partir do dia 3 esse efeito ndo foi notado entre os
tratamentos (P>0,05). O numero de foliculos médios, com didametro entre 5 € 8 mm,
e grandes, com didmetro superior a 8 mm, encontrados variou apenas com o dia do

ciclo, mas nao sofreu influéncia dos tratamentos (P>0,05) (Fig. 7).
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Figura 6 - Numero de foliculos pequenos (<4mm), em fungéo do dia do ciclo estral e do tratamento.
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Figura 7 - Numero de foliculos médios (4- 8 mm), em fung&o do dia do ciclo estral e do tratamento.

5.1.5. Diametro folicular e do corpo luteo

O didametro do foliculo pré-ovulatério no T2 foi de 1,43 cm, né&o
diferindo dos grupos T1 e T3 (Fig. 8). O tamanho do foliculo dominante aspirado no

dia 8 do ciclo também nao sofreu efeito do tratamento (P>0,05) (Fig. 9).
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Figura 8 - Didmetro maximo (cm) do foliculo pré-ovulatério apés a retirada dos implantes de P4 em

fung&o dos tratamentos.
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Figura 9-Didmetro maximo (cm) do foliculo dominante no D8 do ciclo estral em funcdo dos

tratamentos.

O didametro do corpo luteo no dia 8 do ciclo apresentou 0 mesmo
comportamento em relagédo aos foliculos dominantes aspirados no d8, portanto sem
efeito dos tratamentos (P>0,05) (Fig.10), mas com valores numericamente superiores
no T3.
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Figura 10- Didametro maximo (cm) do corpo luteo no D8 do ciclo estral em fungéo dos tratamentos.
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5.1.6. Aspiracao folicular, recuperagao oocitaria e producao in vitro de

embrioes

Foram realizadas quarenta sessdes de aspiragao folicular, em dois
momentos distintos, totalizando ao final 393 odcitos, ou seja, em média 9,83 odcitos
por novilha por sessao de aspiracao. O total de odcitos maturados foi de 360,
resultando em 111 embrides desenvolvidos em estagio de mérula ou blastocisto no
sétimo dia ap6s a maturagdo oocitaria, totalizando 3,24 embrides por sessdo de
aspiracao. Nao foi encontrado efeito dos tratamentos sobre a quantidade de oocitos
desnudos e atrésicos, tampouco sobre a quantidade de embrides no dia 7 de
desenvolvimento folicular. Entretanto a percentagem de desenvolvimento embrionario
foi afetada pelos tratamentos, sendo encontrado maiores valores no T1 e T2, e menor
no T3 (Tab 5).

Na tabela 5, estdo demonstrados os efeitos dos tratamentos sobre a
média de odcitos por sessao de aspiragdo, qualidade dos odcitos, quantidade de

embrides por animal e porcentagem de desenvolvimento de blastocistos.

Tabela 5 - Foliculos aspirados, oécitos recuperados e embrides produzidos in vitro por novilha, por

sessdo de aspiracdo (Média + DP).

T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (MEGA)
Foliculos aspirados 17,3+12,1° 23,0+7,3° 26,3+8,5°
Oécitos recuperados 7,5+3.2° 10,2+ 6,4% 11,8+7,3°
Desnudos e atrésicos 2,0+1,2° 2,1+0,9° 3,2+1,5°2
Blastocistos no D7 27+37° 3,9+44° 3,2+2.3°
% Blastocisto 354° 38,2° 26,6°

Médias, nas linhas seguidas de letras distintas s&o diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

* Médias, na linha, seguidas de letras distintas séo diferentes (P<0,05) pelo teste X2,
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5.2. Experimento 2: Efeito da suplementagdo energética e com
diferentes fontes de gordura sobre a desenvolvimento folicular e produgao de

oocitos e embrioes de novilhas Nelore

5.2.1. Consumo de alimentos e ganho de peso

O consumo de matéria seca foi menor no grupo T1 (P<0,05), em
relacéo aos grupos T2, T3 e T4, que n&o diferiram entre si. Ao inicio do experimento,
nao houve diferenga no peso das novilhas dos diferentes grupos (338,0 + 17,4). Os
animais do grupo T1 ganharam menos peso no periodo (5,1 + 4,3 kg) que os animais
dos grupos T2, T3 e T4 (P<0,05), ndo havendo efeito do periodo experimental no

ganho de peso dos animais (P>0,05) (Tab 6).

Tabela 6 - Peso inicial (kg), ganho médio diario (kg/animal/dia), ganho de peso no periodo (kg) e
consumo de alimento (kg/MS/animal/dia) durante os periodos experimentais em fungdo dos

tratamentos- exp 2.

N Peso Inicial ECC GMD Ganho de peso Consumo de

(kg) inicial (kg/animal/dia)  no periodo (kg)  alimento (MS)
TI(MANT) 9 341,4+341° 4,4 0,1+0,1° 51+ 43° 53+0,5°
T2(1,7XM) 9 331,7+36,2° 4,2 1,0+£0,4° 357+157° 8,2+0,7°
T3 (SOJA) 9 339,8+47,2° 4,2 09+05° 32,3+16,8° 76+08°
T4(MEGA) 9 341,6+31,2° 4,5 09+06° 31,2+20,5° 77+11°

Médias, na coluna, seguidas de letras diferentes séo diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

O consumo de alimento, como esperado, foi menor no grupo
Manutencéo (T1) (P<0,05), quando comparado com os tratamentos T2, T3 e T4, que
nao diferiram entre si. O consumo acompanhou o fornecimento de alimentos aos
grupos experimentais, a fim de ajustar a quantidade de nutrientes previamente

calculada.
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O ganho de peso médio diario dos animais diferiu entre os grupos
experimentais, sendo menor no grupo T1, com valor de 0,1 + 0,1 kg/animal/dia, em
relagdo aos grupos T2, T3 e T4, com valores de 1,0 £+ 0,4; 0,9 + 0,5 e 0,9 £ 0,6 kg,
respectivamente (P<0,01) (Fig. 11).
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Figura 11 - Ganho de peso total no periodo (kg) de acordo com os tratamentos.

5.2.2. Metabodlitos sanguineos, FSH e P4

N&o houve diferenca nas concentracdes plasmaticas de albumina
entre os grupos estudados (P>0,05) (Tab. 7). Os valores diarios também nao
mostraram diferengas entre os tratamentos (Fig. 12).

As concentragbes médias de colesterol foram maiores nos grupos T3
e T4 (P<0,05), em relacdo aos grupos T1, com valor intermediario no T2, que nao
diferiram entre si. Ndo havendo diferenca nas concentragdes diarias deste metabdlito.

Assim como a albumina, a concentragao total de glicose, ndo variou
entre as diferentes dietas fornecidas. Para a glicose, o menor valor médio encontrado
de 70,2 £ 34,9 para o grupo T3, e o maior valor de 78,6 + 33,3 para o grupo
suplementado com 1,7 X M mais gordura protegida (T4), no entanto sem diferenca
estatistica (P>0,05) (Fig 14).
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Tabela 7 - Concentragéo plasmatica dos metabdlitos sanguineos totais (albumina, colesterol, glicose e

uréia), em mg/dL, e horménios (FSH e P4) em ng/mL em fungéo dos tratamentos.

T1 T2 T3 T4
Albumina (mg/dL) 2,2+0,9° 24+10° 2,9+1,0° 3,1+1,0°
Colesterol (mg/dL) 106,2 + 30,3° 111,2+32,0%° 124,7 + 30,3° 123,3 +30,7°
Glicose (mg/dL) 76,2 + 28,9° 73,6 + 40,2° 70,2 + 34.9° 78,6 + 33,3°
Uréia (mg/dL) 20,5+6,7° 235+78° 22,2 +8,5% 23,8+6,4°
FSH (ng/mL) 0,7+0,2° 0,6+0,1° 0,7+0,1° 0,7+0,2°
P4 (ng/ml) 2,37 +2,05° 1,06 + 0,86° 2,48 +2,24° 2,04+ 1,58°

Médias, na linha, seguidas de letras distintas s&o diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

As concentracdes plasmaticas de FSH n&o variaram entre os
tratamentos (P>0,05). Ja as concentracdes totais de P4 foram menores no T2, com
maiores valores para T1, T3 e T4 (Tab 7). Os valores diarios de P4 diferiram apenas
no D7, com maiores valores para o grupo T3, intermediario no T1 e T4, e menor valor
no T2 (Fig 13).
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Figura 12 - Concentragdo plasmatica de FSH (ng/mL) em fungdo dos tratamentos.
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Figura 13 - Concentracédo plasmatica de progesterona (P4, ng/mL), durante o ciclo estral sincronizado

em funcéo dos tratamentos

Os valores de uréia plasmatica variaram entre os grupos, com o
menor valor encontrado no T1, valores intermediarios no T3, e maiores valores nos
grupos T2 e T4 (P<0,02). Em relagéo a variagcéo diaria dos metabdlitos, apenas no d8
houve uma variagdo nas concentragbes de uréia, com maiores valores encontrados
no grupo T4, em relagdo aos demais (P<0,05) (Fig14).



39

40 4

35 4

30 4

25

Uréiaamg/dL

20 1

15 T T T T T T T

Dia do ciclo estral

oo T1
—O0—T2
---A--T3
- A -T4

Albumina-mg/dL
w
¢

Dia do ciclo estral

200

160 | ——

—o0—T2
— - &-—T3
- -a- -T4

140

120 4

Colesterol- mg/dL.

100 A

80

Dia do ciclo estral

140

120 ~

100 4

80 4

Glicose- mg/dL

60 -

40

Dia do ciclo estral

Figura 14 - Concentracao plasmatica diaria (mg/dL) dos metabdlitos albumina, colesterol, glicose e

uréia em funcdo dos tratamentos e dias do ciclo estral.
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5.2.3. Desenvolvimento folicular

Em relagdo ao numero de foliculos pequenos avaliados por
ultrasonografia, foi encontrado um aumento (P<0,02) no numero de foliculos nos
tratamentos T2, T3, e T4, em relagdo ao T1, a partir do dia 1 até o dia 3 do ciclo
estral. A partir do dia 4, n&o foi verificado efeito dos tratamentos sobre o numero de
foliculos pequenos encontrados (P>0,05) (Fig 15). Existiu um efeito (P<0,03) do dia
do ciclo no numero de foliculos pequenos encontrados, bem como sobre o niumero
total de foliculos pequenos, com maior valor nos tratamentos T3 e T4 (Tab 8). O
nuamero de foliculos médios encontrados variou com o dia do ciclo, sendo também
encontrado menores valores no T1 (P<0,03). Em relacdo aos foliculos grandes
(acima 8 mm) ndo houve diferenga entre os tratamentos sobre o numero total,

apresentando apenas diferenca entre os dias do ciclo.

Tabela 8 - Quantidade média de foliculos, e didametro (mm) dos foliculos pré-ovulatério, dominante e

do corpo luteo de acordo com os tratamentos.

T1 (MANT) T2 (1,7XM) T3 (SOJA) T4 (MEGA)
Fol Pequenos (< 4 mm) 16,7 +£5,4° 31,3+11,7° 37,4+10,7°2 352+11,3%®
Fol médios (4-8 mm) 29+14° 41+1,7° 43+26° 38+192
Fol Pré-ovulatério (mm) 12,0 +2,5° 12,7+0,1° 13,2+0,1° 15,0+ 1,3
Fol Dominante (mm) 11,0£3,0° 11,4+31° 11,9+24° 13,9+2,2°
Corpo liteo (mm) 16,1+1,7° 16,8 +1,6° 19,2+1,2° 17,4+43°

Médias, na linha, seguidas de letras distintas sao diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.
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5.2.4. Diametro folicular e do corpo luteo

O tamanho do foliculo pré-ovulatério, sofreu efeito dos tratamentos,
com o grupo T4 apresentando o maior diametro, em relagdo aos demais grupos. O
mesmo nao foi encontrado com o didmetro do foliculo dominante aspirado no dia 8 do
ciclo estral, que néo sofreu efeito do tratamento (P>0,05), apresentando uma ligeira
superioridade numérica dos tratamentos T3 e T4 em relagdo aos demais grupos. O
mesmo foi observado em relagdo ao didmetro do corpo luteo no dia 8 do ciclo, que
nao foi diferente entre os grupos avaliados (P>0,05) (Figs 17, 18 e 19).
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Figura 17 — Didametro maximo (mm) do foliculo pré-ovulatério, apos a retirada do implante de P4 em
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Figura 19 - Didmetro maximo (mm) do corpo luteo no D7 do ciclo estral em fungdo dos tratamentos.

5.2.5. Aspiracgao folicular, recuperagao oocitaria e produgao in vitro

de embrides

Foram realizadas 33 sessdes de aspiragao folicular, em 3 periodos
de colheita, totalizando ao final 323 odcitos, ou seja, em média 9,78 odcitos por
novilha. Os dados de 3 sessdes de aspiragao foram perdidos. Foram conduzidos a
maturagéo apenas os oocitos provenientes dos dois primeiros periodos de colheita
(periodos 1 e 2). O total de o6citos maturados foi de 180, resultando em 67 embrides
desenvolvidos em estadio de morula ou blastocisto no sétimo dia ap6s a maturacéo
oocitaria, totalizando 3,19 embrides por sessao de aspiragao.

Na Tab 9, estdo demonstrados os efeitos dos tratamentos sobre a
média de odcitos por sessao de aspiragdo, qualidade dos odécitos, quantidade de
embrides por animal e porcentagem de desenvolvimento de blastocistos.

No dia da aspiragao folicular, foi encontrado efeito dos tratamentos
sobre o numero de foliculos aspirados, e de o6citos recuperados. Foram aspirados
15,3 £ 6,3 foliculos no T1, e um numero maior no T2, T3 e T4 (26,6 £ 5,7; 30,8 + 8,2;
28,4 + 7,4, respectivamente) (P>0,05) (Tab.9) .
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Tabela 9 - Foliculos aspirados, oécitos recuperados e embrides por novilha, por sessdo de aspiragdo
(Médiax DP)- exp 2.

™ T2 T3 T4
Foliculos aspirados (periodos 1, 2 e3) 153+6,3° 26,6+57% 30,8£8,2°% 284+7,4°
Odcitos recuperados (periodos 1, 2 e3) 6,7+29° 126+58° 125+95% 146+52°
Desnudos e atrésicos (periodos 1, 2 e3) 1,3+0,5° 22+1,8°2 22+1,1° 35+0,7°

Oécitos em MIV (periodos 1 e 2) 57+1,8"° 91+47% 149+,72% 138+6,4°
Blastocistos no D7 (periodos 1 e 2) 1,8+0,8° 46+29° 50+3,6° 5,0+4,2°
% Blastocisto (periodos 1 e 2) 316° 50,52 33,5° 36,1°

Médias, nas linhas seguidas de letras distintas sédo diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

* Médias, na linha, seguidas de letras distintas s&o diferentes (P<0,05) pelo teste X2

Em relagdo a qualidade dos odcitos, ndo foi verificado efeito dos
tratamentos sobre a quantidade de oodcitos desnudo e atrésicos (P<0,05). Foi
encontrada diferenga sobre a quantidade de blastocistos no D7 de -cultivo
embrionario, com menor quantidade no T1, bem como na porcentagem de

desenvolvimento embrionario, com maior valor no tratamento T2 (P>0,05).
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6. DISCUSSAO

O ganho de peso dos animais recebendo dietas de manutencgao foi
menor em relagcdo aos tratamentos com aumento de energia, o que era esperado
devido ao fornecimento de alimentos menor naqueles grupos. Nao foi encontrada
diferenca dos grupos recebendo dietas com elevada energia independente da fonte
(amido ou gorduras [6leo de soja ou Megalac]), concordando com os dados de
THOMAS et al. (1997), que n&o encontraram diferengas no ganho de peso de vacas
que receberam dietas sem adicdo de gordura ou adi¢do de gordura, saturada,
insaturada e altamente saturada.

Os resultados demonstraram que nao existem diferencas nas
concentracdes de glicose de acordo com as dietas, fato este relatado por varios
autores (GUTIERREZ et al., 1997; RUAS et al. 2000). Os ruminantes utilizam AGVs
como a principal fonte de energia, e alteracdes entre os estados de fome ou sobre
alimentacdo s&o rapidamente regulados pela insulina, o que promove um nivel
praticamente constante nas concentracbes de glicose sanguinea. Existiu uma
tendéncia de diminuicdo da glicose com o decorrer dos dias de colheita sanguinea.
Tais dados sugerem o efeito de estresse dos animais, sobretudo nos primeiros dias
de colheita sanguinea, que podem ter elevado os valores de glicose, por trata-se de
animais Bos taurus indicus, mais propensos ao estresse, mesmo adaptados as
condigbes experimentais (RUAS et al. 2000, WEEKES, 1991).

As concentragbes de uréia sédo indicadores de consumo protéico, e
como esperado tém uma relagdo positiva com a dieta. Como as dietas foram
ajustadas para apresentarem a mesma quantidade de proteina bruta, o aumento
encontrado nos grupos com aumento de energia deveu-se provavelmente a maior
quantidade de proteina verdadeira ingerida nestes grupos, ja que a corre¢cao dos
niveis de proteina foi realizada com adi¢ao de uréia. Os valores maximos e minimos

de uréia plasmatica encontrados equivalem respectivamente a 8,06 e 12,02 mg/dL de
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Nitrogénio Uréico Plasmatico no experimento 1 e 9,56 mg/dL e 11,09 mg/dL no
experimento 2, o que segundo varios autores (ELROD (1993), BARTON et al. (1996)
e BUTLER et al. (1996)), estdo em niveis adequados. Esses autores encontraram
concentracdes de até 21 mg/dL, e sugeriram que o nitrogénio uréico plasmatico pode
alterar a fertilidade, quando as concentragdes ultrapassarem a 18 mg/dL, valores n&o
encontrados neste trabalho. ARMSTRONG et al. (2001) demonstraram que a
qualidade dos odcitos de foliculos pequenos foi correlacionada negativamente com
as concentracdes de uréia plasmatica. Também SINCLAIR et al. (2001) relatam que
a exposicao de oodcitos no interior dos foliculos, a altos niveis de uréia ou amdnia
comprometia sua capacidade de desenvolvimento a blastocistos durante o cultivo in
vitro, o que acreditamos nao ter ocorrido em nossos experimentos.

Outra forma de monitorar a ingestao de alimentos protéicos é através
da avaliagdo plasmatica de albumina, que n&o apresentou diferengas entre os
diferentes tratamentos de energia e gordura.

GRUMMER E CARROLL (1991) revisaram diversos estudos nos
quais lipideos foram acrescentados a dieta de vacas de leite. Eles observaram que,
em todos eles, as concentragbes de colesterol no plasma foram consistentemente
elevadas nas dietas com suplementacdo com gordura, em relagéo as dietas controle,
como também observamos em nosso trabalho no Exp 2, onde as diferentes fontes de
gordura (6leo de soja e AGCL) promoveram aumento do colesterol plasmatico. No
Exp 1 houve um aumento apenas numérico do colesterol, sem diferenca estatistica
ao nivel de 5%, no grupo suplementado com gordura.

Os dados encontrados demonstram que o aumento da energia na
dieta, aumenta o numero de foliculos pequenos no inicio do ciclo estral em novilhas
Nelore, apresentando maiores incrementos no numero de foliculos menores que 4
mm com a adicdo de uma fonte de gordura- 6leo de soja ou AGCL. Este aumento foi
verificado também em relacéo aos foliculos médios (5-8 mm), mas n&o em grandes
(>8 mm), que aumentaram com o decorrer do ciclo estral, enquanto o niumero de
foliculos pequenos decresceu. Tais dados indicam conforme observado por
GUTIERREZ et al.(1997) e ARMSTRONG et al. (2002) em animais Bos taurus taurus,
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que o aumento da ingestao de energia afeta o recrutamento dos foliculos pequenos,
mas nao alteram a dominancia de animais Bos taurus indicus, independente da fonte
de gordura adicionada.

Alguns trabalhos tém demonstrado este efeito do aumento de
foliculos pequenos em animais Bos taurus taurus, como resposta a um aumento da
quantidade de energia ingerida (flushing) ou da aplicacdo de GH (GONG et al.,1991)
porém poucos dados foram demonstrados em animais Bos taurus indicus. Em estudo
anterior, MAURASSE et al. (1985) demonstraram que a alteragdo no plano nutricional
produziu alteracdes no aparecimento de foliculos de varios tamanhos e um
acentuado aumento dos foliculos em bovinos, como parcialmente observado em
nosso experimento. Em ovelhas, sdo bem conhecidos os efeitos do aumento de
suplementacéo energética provocando aumento do numero de foliculos no ovario e
melhoras na taxa de ovulagdo. O aumento no numero de foliculos menores pode
refletir em uma selecdo maior de estruturas disponiveis para desenvolvimento
posterior. Um numero maior de foliculos pode indicar um processo de selecao
folicular alterado e maior disponibilidade de estruturas disponiveis para aspiragéo
folicular (OPU), o que é de interesse para a PIV de embrides, fato este confirmado
pela maior producao de odcitos nos grupos suplementados com energia e gordura.

O maior numero de foliculos pequenos encontrados nos primeiros
dias do ciclo estral, em relagdo a animais Bos taurus taurus, ja havia sido reportado
por SEGERSON et al. (1994), que encontraram uma maior quantidade destes
foliculos em vacas Brahman, em relagcdo a vacas Angus. Em trabalho recente,
ADAMIAK et al. (2005) encontraram uma média de 11,5 foliculos no inicio do ciclo
estral em ovarios de novilhas Bos taurus taurus de corte, e recuperaram através da
OPU, uma média de 5,8 odcitos por animal. Também ARMSTRONG et al. (2002)
encontraram 17,1 foliculos por ovario, inferior, portanto ao encontrado neste
experimento. Tal fato pode ser explicado pelas evidéncias que os sistemas ovarianos
de insulina e de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) de animais Bos
taurus indicus diferem dos animais Bos taurus taurus, como observado por

BURATINI et al. (2000), onde o tratamento com somatotropina recombinante bovina
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(bST) aumentou as concentracdes plasmaticas de IGF-1 e o numero de pequenos
foliculos (<5 mm). Fato similar foi observado em Bos taurus taurus (GONG et al.,
1991), porém com uma taxa de incremento do numero de foliculos menor que o
observado em Bos taurus indicus, sugerindo que o sistema ovariano de IGF-1 pode
diferir entre animais Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. Também foi observado
que vacas Brahman apresentam maiores concentracdes plasmaticas de IGF-1
(SIMPSON et al., 1994, ALVAREZ et al, 2000) e menores concentragbes
plasmaticas de FSH que vacas Angus (ALVAREZ et al., 2000), sugerindo que o maior
numero de foliculos em vacas Brahman, mesmo com menores concentracdes de
FSH, possa ser devido as altas concentrac¢des de IGF-1.

Em relagcéo a adi¢cao de gorduras, alguns trabalhos tém demonstrado
o aumento do numero de foliculos e do tamanho dos foliculos dominantes quando da
adicdo de gorduras altamente insaturadas ou saturadas (THOMAS et al., 1997), tal
como observado em nosso trabalho em relagéo a populagéo de foliculos pequenos e
meédios, que aumentaram como resultado da adigdo de energia e gorduras. Dietas
contendo grandes quantidades de acidos graxos de cadeia longa, como o0s
tratamentos com Megalac, aumentam a gliconeogénese hepatica, devido ao aumento
na secregéo de propionato no rimen (SELNER E SCHULTZ, 1980; CHALUPA et al.,
1986; KEELE et al.,1989). Este aumento na gliconeogénese tem sido associado com
aumentos nas concentra¢des plasmaticas de insulina e IGF-1, que s&o conhecidas
por influenciar a populagdo de foliculos médios (THOMAS E WILLIAMS,1996).
Também o acido linoléico, o maior constituinte do 6leo de soja € conhecido por
aumentar a produgdo ruminal de propionato, levando ao mesmo efeito nas
concentracdes de Insulina e IGF-1 (CHALUPA, 1986), o que pode explicar tais
aumentos na quantidade de foliculos encontrados em nosso trabalho.

Conjuntamente, os nossos dados sugerem que a tendéncia de
aumento no tamanho dos foliculos dominantes e pré-ovulatorios, em novilhas Nelore
tratadas com maior quantidade de energia e gordura deva-se as ag¢des enddcrinas

dos horménios e metabdlitos.
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As concentragcbes de FSH plasmatico, como observado em outros
estudos (ADAMS et al., 1994; GONG et al., 1995), variaram com o dia do ciclo, mas
nado foi encontrada diferenca resultante dos tratamentos nutricionais. O aumento do
numero de foliculos pequenos nos dois (exp 1) e trés (exp 2) primeiros dias do ciclo
estral, ocorrido nos tratamentos com aumento de energia, independente da fonte,
parecem ser independentes das concentragdes de FSH, bem como a maior
quantidade de foliculos pequenos encontrados nos tratamentos com fontes de
gordura.

Como o colesterol circulante é o substrato primario para a sintese de
P4 em mamiferos, a adicao de gordura pode propiciar um aumento na sintese de P4,
e elevar a progesterona plasmatica. Este efeito é observado tanto para vacas de leite
como de corte. A concentragdo de progesterona no fluido folicular e no tecido luteal
aumentou, conforme demonstrado em alguns estudos (RYAN et al., 1995; RYAN et
al., 1992), mas ndo em todos (LAMMOGLIA et al., 1997) quando gordura foi
adicionada a dieta. Em nossos trabalhos verificamos o aumento da P4 no tratamento
com adi¢cdo de gordura, que também apresentou aumento do colesterol sanguineo.
Tal aumento, entretanto ndo foi acompanhado pelo aumento do corpo luteo,

sugerindo, a alteracao do clearence de P4 pela adicdo de fonte de gordura na dieta.

Em relag&o aos efeitos da suplementacéo sobre a qualidade oocitaria
e na producao de embrides, os dados da literatura sdo controversos, enquanto boa
parte dos trabalhos indica que o aumento da quantidade de energia nas dietas para
vacas e novilhas de corte e leite tem um efeito deletério sobre a competéncia
oocitaria e qualidade embrionaria (ARMSTRONG et al., 2001, MCCAFFERY et al.,
2000, NOLAN et al., 1998, FRERET et al, 2006), outros tém demonstrado efeitos
benéficos da suplementagdo energética e com gorduras (FOULADI-NASHTA et al.
(2007). Entretanto, a maioria dos trabalhos desconsidera os efeitos da condigéo
corporal inicial dos animais, ou o sobre condicionamento dos mesmos sobre a
resposta de producéo e qualidade de odcitos e embrides. Nesse sentido ADAMIAK et

al. (2005) relatam que aumento do fornecimento de energia foi benéfico para a
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qualidade oocitaria apenas nos animais com moderado ECC, e deletério para os
animais com elevado ECC. Em nosso trabalho, o ECC das novilhas foi moderado
(4,2, em escala de 1-9) ao inicio dos tratamentos, o que nao interferiu negativamente
na qualidade oocitaria e producao in vitro dos embrides. Nos dois experimentos, 0s
animais que receberam dietas com aumento de energia, tiveram tendéncia de
melhores taxas de desenvolvimento embrionario in vitro, quando comparados aos
tratamentos controle (exp 2) e com adi¢cdo de gorduras (exp 1 e 2), mostrando o
efeito benéfico do flushing por curto periodo de tempo em novilhas Bos taurus indicus
com moderado ECC no inicio da suplementacao.

O sistema ovariano do IGF-1 pode ser influenciado pela dieta, e tem
o potencial de interagir diretamente com o od6cito através do receptor Tipo |
(ARMSTRONG et al., 2001, 2002). Os foliculos pequenos de novilhas alimentadas
com grandes quantidades de energia tem menores niveis de mRNA para IGFBP-2 e
4 (ARMSTRONG et al, 2001), o que regula a biodisponibilidade de IGF.
Provavelmente este é o fator critico que controla a capacidade de desenvolvimento
do oécito (ARMSTRONG et al., 2002).

A adicdo de gorduras de diferentes fontes nos dois experimentos,
nao apresentou efeitos benéficos na qualidade oocitaria, tampouco na producédo de
embrides in vitro, apresentando menores valores de desenvolvimento embrionario in
vitro, em relagdo aos tratamentos com aumento de energia. Tais dados estdo em
desacordo com alguns autores (SANTOS et al, 2007; FOULADI-NASHTA et al. 2007)
que indicam que a suplementacdo com gorduras insaturadas ou Megalac promove
melhora na qualidade e produgcdo embrionaria em vacas de leite. Entretanto
ADAMIAK et al. (2006) trabalhando com novilhas cruzadas indicaram que a adi¢do de
Megalac piorou o desenvolvimento embrionario in vitro de embrides em novilhas com
baixo ECC, sem apresentar, entretanto alteragcbes nas quantidades de Ac. Graxos

nos oocitos.
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6.CONCLUSOES

As dietas avaliadas com aumento de energia e gordura elevam o numero de
foliculos pequenos disponiveis ao inicio da onda folicular, bem como a quantidade
total de foliculos pequenos e médios, e o numero de odcitos aspirados, sem alteragéo
nas concentragcdes de gonadotrofinas (FSH e LH).

A adicdo de energia por curto periodo de tempo para novilhas Nelore (Bos
taurus indicus) com moderado ECC melhorou o desenvolvimento embrionario in vitro.

A adicdo de gordura alterou as concentragbes de colesterol plasmatico, e

Progesterona, sem agédo no tamanho do corpo luteo.
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Avaliagao foliculo dominante
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¢ 7.5 MHz P

Avaliagcédo desenvolvimento folicular

Avaliagao Corpo Luteo
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