UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

DEPARTAMENTO DE REPRODUCAO ANIMAL E RADIOLOGIA VETERINARIA

“DIFERENCASFISIOLOGICASREPRODUTIVAS

ENTRE Bostauruse Bosindicus’

MICHELE RICIERI BASTOS

BOTUCATU - SP

Junho - 2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

DEPARTAMENTO DE REPRODUCAO ANIMAL E RADIOLOGIA VETERINARIA

“DIFERENCASFISIOLOGICAS REPRODUTIVAS ENTRE Bostaurus

e Bosindicus’

Tese apresentada a0 Programa de Pos-Graduagéo
em Medicina Veterinaria, Area de concentracio
em Reproducdo Anima, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecniada Universidade
de Estadua Jilio de Mesquita Filho (FMVZ-
UNESP/Botucatu) para a obtencdo do titulo de

Doutor em Medicina Veterinaria

MICHELE RICIERI BASTOS

Orientador: ROBERTO SARTORI FILHO

Botucatu-SP

Junho — 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Bastos, Michele Ricieri.
Diferencas fisiologicas reprodutivas entre Bos taurus e Bos indicus /
Michele Ricieri Bastos. — Botucatu : [s.n.], 2012

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia

Orientador: Roberto Sartori Filho

Capes: 50504002

1. Bovino —Reproducéo. 2. Zebu —Reproducdo. 3. Hormdnios. 4.
Metabolismo.

Palavras-chave: Bos indicus; Bos taurus; Funcdo ovariana; Hormonios
reprodutivos; Metabolismo.




Nome: BASTOS, Michee Ricieri

Titulo: Diferencasfisiolégicasreprodutivas entre Bostaurus e Bos indicus.

Data /

Prof Dr.

Tese apresentada a0 Programa de Pos-Graduagéo
em Medicina Veterindria, Area de concentraco
em Reproducdo Anima, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Estadua Jilio de Mesquita Filho (FMVZ-
UNESP/Botucatu) para a obtencdo do titulo de
Doutor em Medicina Veterinaria.

BANCA EXAMINADORA

I nstituicao:

Assinatur a;

Prof Dr.

Julgamento:

I nstituicao:

Assinatur a;

Prof Dr.

Julgamento:

I nstituicao:

Assinatura;

Prof Dr.

Julgamento:

I nstituicao:

Assinatura;

Prof Dr.

Julgamento:

I nstituicao:

Assinatura;

Julgamento:




DEDICATORIA

“A vocés, que me deram a vida e me ensinaram a vivéla com
dignidade, ndo bastaria um obrigado. A vocés, que iluminaram os caminhos
obscuros com afeto e dedicacéo para que eu os pudesse trilhar sem medo e
cheio de esperanca, ndo bastaria um muito obrigado. A voceés, que se doaram
inteiros e renunciaram aos seus sonhos, para que eu pudesse redizar os
meus. Pela longa espera e compreensdo durante minhas longas viagens e
longos periodos de auséncia, ndo bastaria um muitissimo obrigado. A vocés,
pais por natureza, por opcao e por amor, ndo bastaria dizer que ndo tenho
palavras para agradecer tudo isso. Mas é 0 que me acontece agora, quando
procuro arduamente uma forma verba de exprimir uma emocgdo impar. Uma

emocao que jamais seriatraduzida por palavras. Amo vocés!”

(Autor desconhecido)

. Dhetboos



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forca e determinac&o para chegar até aqui!

A toda minha familia. Em especial aos meus pais Jair e Fatima e a minha irma Leticia.
Obrigada por todo apoio, incentivo e por entenderem a minha auséncia em muitos momentos
importantes e em muitas datas especiais. Saibam que mesmo distantes vocés sdo tudo para mim.
Também gostaria de agradecer ao Puppinho que foi e sempre sera membro da nossa familia
Mesmo ausente vocé serd sempre lembrado e muito amado por todos nos.

Ao Murillo Meschiatti, obrigada por toda ajuda, apoio, companheirismo e, principa mente,
por estar sempre presente nos momentos mais dificeis, sempre acreditando em mim, me
incentivando e me convencendo a nunca desistir. Patinha de avestruz, vocé me mostrou que,
realmente, “no matter who you are, no matter where you go in life, in some point, you will
need somebody, to stand by you”

Ao Orientador Prof. Dr. Roberto Sartori Filho 0 meu sincero muito obrigada por me dar a
oportunidade de chegar até aqui.

“Onde quer que nos encontremos, S0 0S NOSSOS amigos que constituem 0 NOSso
mundo” (William James). Obrigada por tudo meus queridos amigos. Heni (V6), Maria Clara e
Vicente (Cabega), Sarah, Martinha, Mariana, Mandinha e Adnan, F€ Zindy, José (Z6i), Xara,
Xanddo, Pedrinho, Fernanda Lavignia, Rogério Peres, Jeanne, Yara, Tito, Rosiara, Mariana
Peres e Marilia. E aos meus eternos amigos da saudosa época da “Fazenda Sucupira’, vocés
todos fazem muitafaltal Serel sempre imensamente grata a todos vocés, meus queridos amigos!

Gostaria de dizer um muito obrigada ao seu Laureano, Dona Eva e familia. Vocés sdo a

minha segunda familia. Obrigada por sempre nos receber de bracos abertos e nos deixar fazer



Vv
parte dessa familia tdo maravilhosa. Sailbam que vocés sdo o refigio que todos nds temos para 0s
momentos mais dificels longe da familia

Maria Clara, a vocé e a toda sua familia também quero dizer um muito obrigada, muito
especia! Vocés também foram e sempre serdo a minha segunda familia em Piracicaba (agoraem
Mogi) e em Tieté. Muito obrigada atodos vocés. Clara, Vicente, Ana Silvia, Isabela, V6 Maria e
Roberto.

Aos colegas e companheiros de Pos-Graduacdo: Maria Clara, José, Amanda (Obrigada por
tudo! Sua guda com as questbes “burocréticas’ foi essencia!), Fernanda Zinsly, Ricardo
(obrigada por toda gjuda, desde a época das interminaveis reformas do confinamento ... tirar
portdo e colocar portdo todo dial!!), Alexandre (Obrigada pela guda e por sempre nos
disponibilizar um cantinho para os nossos momentos de descontracdo!), Pedro (Obrigada por
gjudar nas trabalhosas cateterizacOes da réplica 1), Fernanda Lavignia, Monique, Marcéo, Delci,
Maranhdo, Paraiba, Rodrigdo e Aniba. Aos alunos da prética profissionaizante Martinha,
Mariana (essas duas foram meus bracos direito e esquerdo por muitas e muitas vezes! Vivemos
juntas muitas sindromes do “quinto” catéter e dos 1000 kg de milho moidos toda semana!!!) e
Tito. Aos aunos de iniciagdo cientifica Murillo (também sempre presente desde o inicio, desde a
época das interminaveis e torturantes reformas do confinamento!) e Igor (Strogo). A todos do
CPZ que sempre contribuiram direta ou indiretamente, saibam que sempre estarei natorcida pelo
CPZ, que continue formando pessoas e excelentes profissionais. Obrigada pela gjuda de todos
vocés durante todos esses anos e em todos esses experimentos. Sem gjuda nada disso teria sido
concluido.

Aos estagiarios. Rafael (ndo deu tempo de ajudar nos experimentos, mas gudou a comprar
asvacadl), Luis (o rel dagambiarral), Dénia, Talise, Guilherme, Yarae Larissa. A guda de todos

vocés sempre foi essencial. Muito obrigadal



Vi

Aos professores que direta ou indiretamente contribuiram para a realizaggo de todos esses
experimentos: Flavio Portela, Alexandre Pedroso, Ivanete Susin, Gerson Mour&o, Jodo Ferreira,
Alexandre Pires, Eunice Oba, Guilherme de Paula Nogueirae Marco Anténio Penati.

Aos amigos que fiz no periodo que passel ha Universidade de Wisconsin-Madison. Em
primeiro lugar ao grande mestre Milo Wiltbank, ao Jerry Guenther, Alexandre Souza e Caral,
Paulo, Glaucio, Robb, Julio, Mary, Kattie, Gulnaz, Osman, Kishore, Guilherme, Sabrina,
Cristinae Luiz Pdilo.

Ao programa de Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria da FMVZ-UNESP, Botucatu, a
todos os Professores e Funciondrios do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia
Veterin&ria e a todos os Professores e Funciondrios do Departamento de Zootecnia da
ESALQ/USP Piracicaba.

A FAPESP pelo indispensavel apoio financeiro. Fornecendo Bolsa (Processo 2008/ 04118-
8) e Auxilio a pesquisa (Processo 2009/05547-2).

Aos Profs. Drs. Pietro Baruselli, Guilherme Nogueira, Jodo Ferreira e Nereu Prestes por
participarem da banca como membros titulares. E aos Profs. (a) Drs. (&) Maria Denise Lopes,
Alexandre Pedroso e Alexandre Pires por participarem como membros suplentes.

A familia Ourofino Agronegdcio, minha nova “casa’. Obrigada a todos por me receberem
de bracos abertos e por me darem a chance de encarar novos desafios, me permitindo crescer
cada dia mais na profissdo que escolhi e muito obrigada pela oportunidade de conhecer e
trabalhar com pessoas sensacionais.

Em especia, muito obrigada, as queridas vacas. Tanto as Nelores quanto as Holandesas.
Queridas “pé-duro” gostaria de me desculpar por tantas vezes dizer a minhatéo tradicional frase:

“Quanto mais eu conhego as Holandesas, mais eu amo as Nelores” (Bastos, 2009, 2010 e



Vii
2011). Eu amo todas voceés, especialmente a 33 (que sempre sera a 400) e a Mentirinha (1170),

independente daracal !!



viii

"Sempre me pareceu estranho que todos aqueles que estudam
seriamente esta ciéncia acabam tomados de uma espécie de paixdo
pela mesma. Em verdade, o que proporciona o mdximo de prazer
ndo € o conhecimento e sim a aprendizagem; ndo € a posse, mas a

aquisigdo; ndo € a presenga, mas o ato de atingir a meta."

Carl Friedrich Gauss (Adaptado)



SUMARIO
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt sttt e s e e eene e e nneeennee s Xii
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt st e e s e e ene e e nnreeanneas Xiv
CAPITULO Lottt st s 1
RIS o X (SN L1 = (1 O 1
1. Fisiologiareprodutiva de fémeas Bos taurus indicus e Bostaurus taurus............... 2
S R B T = o o= o [ ot | = S 2
1.2 Selecdo do foliculo dOmMINANEE.........c.cvieirieiriese s 4
1.3 Comportamento ESIIal ........oceeeeieieeie e 6
1.4 Desenvolvimento folicular @ [ULEal ...........ccoceoiiiiiiiiiie e 9
1.5 Producéo ou concentracdes circulantes de hormonios esterdides.............c........ 10
1.6 Producdo ou concentracdes circulantes de hormdnios metabdlicos.................... 11
2. Influénciadanutricao NATEPrOdUGED...........ccviiveieeie e eee st 13
3. Uso de benzoato de estradiol para sincronizacdo da emergéncia da onda folicular
eM bOS taUNUS € DOS INAICUS ..o 20
CAPITULO 2 ..ttt sttt bbbt bbb et et et b b st e s 23
Bl T 0 T< 11071 (o 0 SRR 23
“Funcdo ovariana e hormonios circulantes em vacas ndo lactantes das racas Nelore e
HOIANAES Pret0 @ BranCO” ........cciieiiiiiieiie sttt sttt ne et 23
RESUMO ...ttt b ettt bbbttt b et e et e b e s e 24
21 OBIETIVO .. 25
21  MATERIAL EMETODOS ..ottt s 25
2200 R 2N 1 7= TS 25
2.1.2 DIietaStralamentO........ccceeieeiieiiesiesieesiee s e e eee e sre e te e e e sre e s e s eesneeenaenne s 25
2.1.3  SINCIONIZAGAD A8 ESIIO ... .eueeeirieeee ettt sttt e e saeea s 26
2.1.4 Exames ultrassonograficos, colheita de sangue e dosagens hormonais.......... 27
22 RESULTADOS. ..ot 28
2.3 CONCLUSAOD ...ttt sttt e e sessesbenseneenes 31
CAPITULO 3 ..ottt sttt 32
FEXPEITMENTO 2% ..ottt et e e bt et ee e b e e e e be st e e sbeene e e e eeeenne 32
“Efeito da dose de benzoato de estradiol em associacdo a progesterona na sincronizacdo da
emergénciadaondafolicular em vacas Bosindicus € BoStaurus' ............cccceeveeveeseenieenieesveene 32
RESUMO ...ttt ettt se s be et en e e s e eseeseneesseseenseneas 33
3.1 OBUIETIVOS.....oceeieiiiesiesiesiee e s i s ettt s e e et e st s it s bbb e st st n et 34

32  MATERIAL EMETODOS ... .ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeesesseeenesseseeeessenanenens 34



31 RESULTADOS. ...ttt ettt et e s e e ae e s e e ne e e neeeenes 37
3.3 CONCLUSAD ..ottt s 43
CAPITULO 4 ...ttt st 44
FEXPETMENTO 3 ..ottt st b e bt n et 44
“Intensidade e duragdo do estro em vacas ndo lactante Bos indicus (Nelore) e Bos taurus
(HOIANAES Preto @ BIranCo)” ...ttt et 44
s 1 11V 0 RSN 45
4.1 (@SN 1 Y P 46
4.2 MATERIAL EMETODOS ........ooiieeeeieeesee e st s seeseesees s sne et sen e ss s ean e 46
4.3 RESULTADOS. ...ttt e et a s e e e e e nae e ne e e neeeenes 48
4.4  CONCLUSAOQ ....coooviictcte sttt st 49
CAPITULO S ..ottt bbbt 50
Bl (0= 107 01 (0 R PSSP 50
“Influéncia da ata e baixa ingestdo aimentar na funcdo ovariana em Bos taurus indicus e
BOS TAUIUS TAUIUS ... .eeiieeieie e ciee sttt s st e e et e ettt e e et e e e smte e e s snseeeeenteeeeaseeeeansaeeeannseeeeansaneennnees 50
RESUMO ...ttt e sttt bbbt s e bt e st e st e nne e eneas 51
5.1 OBUIETIVO .ttt ettt sttt st sb et e e et 52
52  MATERIAL EMETODOS ..ot eesaesesteessesesassse s s enaenans 52
5.2.1  ANIMEIS....iiitiiieiie ittt eteete et see e sre e e te s e e be st e saesbeaseesessees s e tenseeeenaenres 52
5.2.2 DietaStratamentO.......ccccoiiieiieiiiieie sttt sre et neesreenes 53
5.2.3 SIncronizagao € 0bServaGao dE ESII0 .......coviviiieieiieie e 54
5.2.4 Ultrassonografia ovariana e colheitade sangue ..........ccccvvveeececicse e, 54
5.25 Avaliacdo daproducdo ovariana de progesterona e estradiol..............cccveuee.. 55

5.3 RESULTADOS..... ..ottt st sttt 61
5.4 CONCLUSAOD ...ttt sttt st 69
CAPITULO B ..ottt bttt 71
DiSCUSSA0 OS FESUITATOS ... .o cveeeiiecie ettt ettt e e e ee e enaeereenne e e e nseeneenenas 71
6.1  Fisiologia reprodutiva de fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus e
influéncia da NULriGao NATEPIOAUGED ..........ocuereeiirtieee e e 72
6.1.1  DIin@MICATOIHICUIAN .......cceeiieee e 72
6.1.2 Numero defoliculos recrutados no inicio daondafolicular ..............ccce........ 73
6.1.3 Selecdo do foliculo dOmMINANLE ........ccevveieieiieeeeiere e e 74

6.1.4 Desenvolvimento folicular e luteal e concentragdes circulantes de hormonios
eSterGides € MELADOIICOS .......coueiuiiieie ettt s re et e re e sesre e e enne 76

6.1.5 Comportamento ESIIal..........ooeieiieii e e 80



Xi

6.2  Uso de benzoato de estradiol para sincronizagéo da emergéncia da ondafolicular

€M BOS TAUIUS € BOS TNTICUS......coeeeeeeeee ettt ettt e e e e e ettt e e e e sea et eeeeeseeeeeeseasareeeeeseaannees 81
CAPITULO 7 ettt ettt en e e et et s e ee e eeee et en s seeeeeneessn s s s eeseeeseeene 87
CONSIAEIBCOES FINGIS. .. vttt sttt b et nb s s s e e e e ene s 87

REFERENCIAS



Xii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resultados (média + EP) das avaliagBes ultrassonogréficas ovarianas e das

dosagens hormonais realizadas durante o ciclo estra de vacas ndo lactantes das ragas NEL e

Tabela 2. Resultados das variaveis (média dos quadrados minimos + EP) que apresentaram
efeito de tratamento, independente da raga em vacas HPB e Nelore ndo lactantes tratadas com 1,
20U 4 mg de benzoato de eStradiol. ..o e 39

Tabela 3. Resultados das variaveis (média dos quadrados minimos + EP) que apresentaram
efeito de raga, independente do tratamento em vacas HPB e Nelore ndo lactantes tratadas com 1,
2 0u 4 mg de benzoato de eStradiol.............ooeer i e 41

Tabela 4. Resultados (porcentagem ou média + EP) das observacbes do estro e da
confirmagao da ovulacéo de vacas ndo lactantesdasracas NEL e HPB. .........ccccoevvvevceceee, 49

Tabela 5. Média dos quadrados minimos = EPM das varidveis analisadas neste
experimento considerando apenas 0 EfEit0 JaTaGCA. ........ccuevveeeeeiie e e 63

Tabela 6. Média dos quadrados minimos + EPM das variaveis analisadas neste
experimento considerando apenas 0 efeito do tralamento. ..........ccccveveeieie e 65

Tabela 7. Média + EPM das concentragdes plasmaticas de P4 no cateter e najugular no dia
7 do ciclo estral em HPB e Nelore, independente do tratamento. Nesta tabela estdo apenas 0s
dados dos animais nos quais foi possivel a cateterizac8o daveiacavacauda............ccccecveeeeneeee. 66

Tabela 8. Média+ EPM das concentrages plasmaticas de P4 no cateter e najugular no dia

7 do ciclo estral nas fémeas que receberam dietas de alta ou baixa ingestdo alimentar,



Xiii
independente da raca. Nesta tabela estdo apenas os dados dos animais nos quais foi possivel a

cateterizag8o daveia Cava Caldal. ... 67

Tabela 9. Média £+ EPM das concentragdes de E2 presentes no fluido folicular (FF) do

foliculo pré-ovulatério de vacas das ragas HPB e Nelore, independente do tratamento. ............. 68



Xiv

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esguema representativo do delineamento experimental, mostrando o protocolo de
sincronizacdo do cio, o periodo dos exames ultrassonogréficos e das colheitas de sangue. ........ 26
Figura 2. Esqguemailustrativo do delineamento experimental. .........ccccoevveeeveninienieniennens 36
Figura 3. Concentracfes plasméticas de FSH durante 9 dias ap0s o tratamento com 1, 2 ou
4 mg de BE em vacas HPB e Nelore ndo lactantes. Houve interacéo tratamento/dia (* P<0,05). 40
Figura 4. Concentrac6es plasmaticas de E2 24h apds tratamento com 1, 2 ou 4 mg de BE
em vacas HPB e Nelore n&o lactantes. Houve efeito de raca e de tratamento (P<0,05)............... 42
Figura 5. Concentragdes plasméticas de FSH durante 9 dias ap0s o tratamento com 1, 2 ou
4 mg de BE em vacas HPB e Nelore n&o lactantes. Houve interagéo raga/dia (* P<0,05). .......... 43
Figura 6. Vacas das ragas NEL e HPB ndo lactantes mantidas no mesmo piquete para
ODSEIVAGEAD TE ESIIO. ...ttt e e ettt b b n e enes 47
Figura 7. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o protocolo de
sincronizagdo e observacdo do cio, 0 momento do exame ultrassonografico..........cccvvveveevennene. 48
Figura 8. Fotosilustrativas da cateterizagcdo daveiasafenalateral. ..........ccooevviveiiiinennns 58
Figura 9. Peso corporal (Kg) dos animais das racas HPB e Nelore, submetidos a dietas de

alta e baixaingestdo alimentar, durante todo o periodo experimental...........ccceveveiieiiesieenennns 62



XV

RESUMO

BASTOS, M.R. Diferencas fisiologicas reprodutivas entre Bos taurus e Bos indicus, 2012.
107 p. Tese (Doutorado em Medicina Veterindria) — FMVZ — UNESP Botucatu, SP. 2012.

Algumas informacdes referentes as diferencas do ciclo estral de fémeas taurinas e zebuinas ja séo
conhecidas. No entanto, a literatura ainda é bastante escassa, uma vez que a grande maioria dos
trabalhos n&o foi desenvolvida nas condigdes de clima tropical, encontradas no Brasil. Ademais,
as bases fisiolégicas para o entendimento das diferencas do ciclo estral de Bos taurus e Bos
indicus ainda permanecem pouco conhecidas e pouco estudadas. Repetidamente, em todos os
experimentos apresentados nesta tese, as fémeas Bos indicus apresentaram maior nimero de
foliculos peguenos presentes nos ovérios e ovulam foliculos com menor didmetro quando
comparados a Bos taurus e consequentemente também apresentaram menor corpo Iiteo. No
entanto, 0 mesmo ndo foi observado em relagdo as concentragdes circulantes dos hormdnios
esterdides e metabdlicos. Apesar de terem ovulado foliculos menores e terem formado corpos
IGteos menores, as fémeas zebuinas apresentaram maiores concentragBes circulantes de
progesterona, estradiol, insulina e IGF-1, comparadas as fémeas taurinas. Além disso, também
foram encontradas diferencas substanciais entre Bos indicus e Bos taurus em relacdo ao tamanho
do foliculo no momento do desvio/selecéo do foliculo dominante. Com base nos resultados
obtidos com todos o0s experimentos, acredita-se que, maiores concentracdoes circulantes de
insulina, além de um metabolismo hepético de hormdnios esterdides mais lento em fémeas Bos
indicus sdo os principais fatores responsaveis pelas diferencas na fisiologia ovariana entre
taurinos e zebuinos. Além disso, foi mostrado que o nivel de ingestéo alimentar pode aterar a
fisiologia reprodutiva, independente daraca. Entretanto, ainda ha necessidade que se fagam mais
trabalhos que efetivamente avaliem a producdo e o metabolismo hepatico dos horménios
esterdides, associado ou ndo a adta ingestéo alimentar, que é um fator que sabidamente afeta os
parametros reprodutivos.

Palavras-chave: Bos indicus, Bos taurus, estro, hormonio, metabolismo, nutri¢éo, ovario.
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ABSTRACT

Some information regarding the differences of the estrous cycle of Bos indicus vs Bos taurus
cattle are already known. However, the literature is scarce, since the majority of studies has not
been developed in tropical climate as encountered in Brazil. Furthermore, the physiological basis
for understanding the differences of the estrous cycle of Bos taurus and Bos indicus remain little
known and little studied. In general, Bos indicus had a higher number of small follicles present in
the ovary and ovulate smaller diameter follicles when compared to Bos taurus and consequently
had smaller corpura lutea. However, athough Zebu cows ovulated smaller follicles and had
smaller CL, they had higher circulating concentrations of estradiol, progesterone, insulin and
IGF-1. In addition, there were a so substantia differences between Bos indicus and Bos taurus in
relation to follicle size at the time of deviation/selection of the dominant follicle. Apparently,
higher concentrations of circulating insulin, and a slower hepatic metabolism of steroid
hormones in Bos indicus cows were the main factors responsible for differences in ovarian
physiology between European and Zebu cattle. Furthermore, it was shown that the level of feed
intake can alter reproductive physiology, in Zebu and Holstein cows. However, still need more
studies that effectively evaluate the production and hepatic metabolism of steroid hormones,
alone or combined with high feed intake, which is a factor known to affects the reproductive
variables

Keywords: Bos indicus, Bos taurus, estradiol, hormones, metabolism, nutrition, ovary.



CAPITULO 1

Revisao deliteratura



1. Fisiologiareprodutiva de fémeas Bos taurusindicus e Bos taurus taurus

1.1 Dinamica folicular

Com o advento da avaliacdo da atividade ovariana através de ultrassonografia transretd,
puderam-se observar padrdes de crescimento e regressao de foliculos antrais em forma de ondas
durante o ciclo estral bovino (PIERSON & GINTHER 1984; SAVIO et a. 1988).

Estudos em Bos taurus descreveram a ocorréncia de duas a quatro ondas foliculares
(GINTHER et a. 1989; KNOPF et a. 1989; KO et al. 1991; WILSON et al. 1998a; WILSON et
al. 1998b; KULICK et a. 1999; TOWNSON et a. 2002; SARTORI et a. 2004; WEBB et d.
2004) durante um ciclo estral, sendo que a maioria dos animais apresentou duas ondas, com
menor frequéncia trés ondas e, muito raramente, quatro ondas (SIROIS & FORTUNE 1988;
PURSLEY et a. 1993; TOWNSON et al. 2002; SARTORI et a. 2004).

Um estudo realizado no Brasil com Nelore (FIGUEIREDO et al. 1997) observou ciclos
com duas ou trés ondas foliculares, havendo um predominio de duas ondas nas vacas e de trés
ondas nas novilhas. Estudos no Brasil com novilhas Nelore confinadas (MOLLO et al. 2007b),
vacas Gir (VIANA et a. 2000) e nos EUA com vacas Brahman (ZEITOUN et a. 1996)
descreveram a predominancia de trés ondas foliculares, mas também observaram vacas com
duas, quatro ou cinco ondas no ciclo [revisado por Baruselli et al. (2007); Sartori et a. (2010a;
2010b) SARTORI & BARROS (2011)].

Embora, diversos estudos tenham avaliado os padrdes do ciclo estral em Bos taurus e Bos
indicus, muito poucos fizeram uma comparacdo direta e simultanea desses grupos genéticos sob
as mesmas condi¢des ambientais e de mangjo. Um experimento foi realizado na Flérida durante

0 verdo onde se comparou vacas multiparas em lactacdo das racas Angus (Bos taurus temperado;



n = 12), Brahman (Bos indicus tropical; n = 12), e Senepol (Bos taurus tropical, n = 12) durante
um ciclo estral completo (ALVAREZ et al., 2000). Neste estudo, a maioria das vacas Angus e
Brahman teve duas ondas foliculares durante o ciclo estral (72,7% e 55,6%, respectivamente) e
em 70% dos ciclos das vacas Senepol houve trés ondas.

Ao compararem Angus a Brahman, Segerson et al. (1984) observaram maiores
concentracdes séricas de E2 e P4 nas fémeas taurinas. Como se espera uma correlacdo positiva
entre tamanho das estruturas ovarianas e concentracfes sericas dos hormoénios esterdides
(VASCONCELOS et a. 2001; SARTORI et a. 2002), esses dados corroboram relatos de
literatura em que fémeas zebuinas geralmente apresentaram um menor tamanho méaximo do
foliculo dominante e menor tamanho de CL comparado as taurinas (BO et a. 2003; SARTORI et
al. 2010a)

Com relagéo a populacéo folicular nos ovarios, diferencas na populagéo de foliculos antrais
entre 0sS grupos genéticos estdo bem documentadas. No inicio de cada onda folicular,
aproximadamente 24 foliculos peguenos (2-5 mm) foram detectados em fémeas Bos taurus
(GINTHER et a. 1996), no entanto, em fémeas zebuinas, observou-se um maior nimero de
foliculos pequenos durante a emergéncia da onda folicular. Buratini Jr. et al. (2000)descreveram
a ocorréncia de cerca de 50 foliculos pequenos nos ovéarios de novilhas da raca Nelore. Um
elevado numero de foliculos peguenos também foi observado nos ovarios de novilhas (49,0 £
6,4, n = 14) e vacas em lactacdo (64,0 = 5,1, n = 34) daraca Sindi (Bosindicus) (MATTOS et dl.
2011). Ao compararem diretamente o nimero de foliculos peguenos (3 a5 mm) nos ovéarios de
Bos taurus e Bos indicus, Alvarez et a. (2000) observaram um maior nimero de foliculos em
vacas multiparas em lactac@o da raca Brahman (39 + 4) do que Senepol (33 £ 4), ou Angus (21 +

4). Estudos recentes realizados com ambos 0s grupos genéticos em condi¢cfes ambientais e



nutricionals contemporaneas mostrou que animais Bos indicus apresentaram maior nimero de
foliculos no dia da emergéncia da onda em relacéo aos Bos taurus (CARVALHO et al. 2008;
GIMENES et al. 2008). Carvalho et a. (2008) sincronizaram a ovulagdo de novilhas das racas
Nelore, Angus, Gir e HPB. Neste estudo, as fémeas Bos indicus (Nelore e Gir, combinadas)
apresentaram 33,4 + 3,2 foliculos ao inicio da onda folicular, enquanto novilhas Bos taurus
(Angus e HPB combinadas) tiveram 25,4 + 2,5 foliculos (P = 0,09). Similarmente, Gimenes et a.
(2008), observaram que novilhas da raca Nelore tiveram 29,7 + 3,1 foliculos no momento da
emergéncia da onda e que, novilhas da raca HPB apresentaram 15,0 + 2,8 foliculos (P <0,01).
Segerson et a. (1984) também descreveram um maior nimero de foliculos menores do que 5
mm em diametro no dia 17 do ciclo estral em novilhas zebuinas comparadas as taurinas. Essas
diferencas também podem estar relacionadas a diferencas nas concentragbes circulantes de
hormonios ou metabolicos. Por exemplo, estudos realizados em Bos indicus mostram maiores
concentragtes plasméticas de IGF-I e menores concentracbes de FSH quando comparadas a

vacas Bos taurus (SIMPSON et al. 1994; ALVAREZ et a. 2000).

1.2 Selecdo do foliculo dominante

Os mecanismos envolvidos no processo de selecdo do foliculo dominante sdo complexos e
nao compreendidos completamente. Sabe-se, entretanto, que diversos fatores enddcrinos,
parécrinos e autdcrinos estdo associados ao processo de desvio folicular e/ou selecdo do foliculo
dominante. Células ovarianas da teca expressam receptores de LH (LHR) em foliculos pré-
antrais a pré-ovulatorios (XU et a. 1995). Embora estgja claro que a expressao de LHR ocorre
em células da granulosa de foliculos dominantes (XU et a. 1995; BAO et al. 1997), ha alguma

controvérsia sobre 0 momento em que essas células comecam a expressar receptores funcionais



de LH e se estes s80 necessarios para dar suporte ao crescimento do foliculo dominante no
momento do desvio, quando os niveis de FSH est&o em declinio ou muito baixos. Abundancia de
RNAmM de LHR, medida por PCR em tempo real foi maior em células da granulosa do maior
foliculo da onda em comparacdo com o segundo maior foliculo antes do desvio morfolégico,
sugerindo gque a aquisicao de responsividade ao LH pelas células da granulosa é parte do
processo de desvio (BEG et a. 2001). Outros estudos utilizando hibridizagdo in situ, ndo
conseguiram detectar RNAm de LHR em células da granulosa no momento esperado do desvio
folicular (EVANS & FORTUNE 1997; FORTUNE et a. 2001; GARVERICK et a. 2002), o
gue corrobora resultados de estudos anteriores, que mostraram ligacdo de LH as células da
granulosa apenas nos foliculos com dominancia estabelecida (IRELAND & ROCHE 1982;
WEBB & ENGLAND 1982).

Em bovinos, no momento do inicio da onda folicular, o qual coincide com um pico nas
concentragfes sanguineas de FSH, observa-se a emergéncia de um grupo de foliculos com
tamanho antral similar (4,0 mm de didmetro). Dentre foliculos, somente alguns continuam
a crescer, enquanto que os demais sofrem atresia. Geramente, quando o maior foliculo em
crescimento atinge um diametro de 8,3 29,0 mm (GINTHER et a. 1996; SARTORI et a. 2001),
ocorre um fendmeno denominado desvio folicular, caracterizando a selecdo do foliculo
dominante. O desvio folicular caracteriza-se pela variagdo da taxa de crescimento do maior
foliculo subordinado em relacdo ao foliculo dominante, no caso de animais com apenas um
foliculo dominante na onda folicular. A partir desse momento, o foliculo dominante continua a
crescer e o(s) subordinado(s) sofre(m) atresia. Devido ao fato da espécie bovina ser
monovulatéria, a presenca de apenas um foliculo dominante é o achado mais comum ao exame

ultrassonografico, embora a codominancia (dois ou mais foliculos dominantes) possa ser



observada, principalmente em vacas leiteiras de alta producéo (SARTORI et a. 2002; LOPEZ et
al. 2005).

Diferentemente dos valores descritos na literatura para taurinos, em gado zebu, como, por
exemplo, araca Nelore, o desvio folicular ocorre quando o maior foliculo em crescimento atinge
de 5 a 6,5 mm (FIGUEIREDO et al. 1997; SARTORELLI et a. 2003; SARTORELLI et a.
2005; CASTILHO et a. 2007; ERENO 2008; GIMENES et al. 2008). Embora o tamanho do
foliculo ao desvio possa diferir substancialmente entre as ragas taurinas e zebuinas, 0 momento
do desvio durante a primeira onda folicular em relagdo a ovulacdo anterior em Bos indicus (2,3-
2,8 d) (SARTORELLI et a. 2003; SARTORELLI et al. 2005; ERENO 2008; GIMENES et al.
2008) foi semelhante ao relatado em Bos taurus (GINTHER et a. 1996; SARTORI et al. 2001).

Como existem poucos estudos de dindmica folicular em vacas ou novilhas HPB nos
tropicos, além da escassez de trabalhos contemporaneos e simultaneos com fémeas taurinas e

zebuinas, torna-se dificil tracar qualquer tipo de comparacéo entre ragas.

1.3 Comportamento estral

Apés a lutedlise, as concentragdes sanguineas de P4 diminuem e as concentracoes de E2
aumentam em consequéncia do crescimento do foliculo pré-ovulatorio. A queda nas
concentracdes de P4 e 0 aumento em E2 sdo responsavels pelo comportamento de estro e pelo
pico pré-ovulatorio de GnRH/LH (ALLRICH 1994). Estro é um evento de receptividade sexua
gue dura entre 30 minutos e 27 horas em vacas leiteiras taurinas (LOPEZ et a. 2004) e entre 1,3
e 20 horas em vacas zebuinas [revisado por BO et a. (2002)] e € influenciado pela idade,

producdo de leite, fatores ambientais e hierarquia [revisado por LANDAETA-HERNANDEZ et



al.(2004)]. Adicionalmente, diferencas no comportamento estral podem ser notadas entre racas
(RAE et a. 1999), ou entre diferentes grupos genéticos (Bos indicus vs Bos taurus).

Sugere-se que fémeas Bos indicus apresentem estro de duragdo mais curta (em médiade 10
horas), o que dificulta sua deteccdo [GALINA & ARTHUR, 1990 - revisado em (BO et dl.
2003)]. Somado a este fator, mais de 50% dos animais desse grupo genético iniciam a
manifestacdo de cio no periodo noturno (entre 18:00 e 6:00 h) (PINHEIRO et a. 1998;
Membrive 2000), sendo que cerca de 30% iniciam e encerram O estro durante a noite
(PINHEIRO et al. 1998), dificultando 0 manejo e a eficacia da deteccdo de cio. Em condigdes
brasileiras de mangjo, foi avaliado o comportamento reprodutivo de vacas de corte com auxilio
de radiotelemetria (Heat-Watch). Verificou-se que a duragdo do estro em Bos indicus foi menor
do que em Bos taurus (12,9 £ 2,9 horas em Nelore vs. 16,3 £+ 4,8 horas em Angus) (MIZUTA
2003). Apesar disso, o intervalo entre o estro e a ovulagdo ndo apresentou diferenca entre estas
duasracas (Nelore, 27,1 + 3,3 horas vs. Angus, 26,1 * 6,3 horas).

Dados agrupados de dois outros estudos, em que o estro foi sincronizado em 90 novilhas
Nelore ciclicas, e a ovulacdo confirmada por ultrassonografia, foram anaisados. Embora a
maioria (76,7%) das novilhas tenha ovulado dentro de 7 d ap6s tratamento com PGF2a, 50%
delas ndo foram observadas em estro, mesmo com monitoramento visual continuo (24 h por d)
associado a ferramentas auxiliares de deteccdo de estro, tais como o Kamar (R. Sartori; ndo
publicado). Além disso, das 45 novilhas que ndo foram detectadas em estro 25 (55,6%)
ovularam, e apenas uma novilha (2,2%) que foi vista em estro ndo ovulou. Algumas das
possiveis razdes para a falta de comportamento de estro nesses estudos, além de um efeito

inerente a raca, foi 0 mango excessivo dos animais para avaliagdo ultrassonografica transretal e



colheitas de sangue por venopuncdo diérios e/ou uma queda relativa na temperatura ambiente
durante algumas das noites dos ensai os referidos.

Estudos recentes indicam que vacas HPB de alta produgdo também apresentam estro de
curta duracdo. Existem relatos de que hd uma relagdo negativa entre a producdo de leite e a
duragdo do estro (WILTBANK et al. 2006). Esses autores especulam que vacas de ata producéo
apresentam diminuicdo das concentracBes circulantes de E2, decorrente do aumento do
metabolismo deste esterdide (WILTBANK et al. 2006).

Dados brasileiros em novilhas Nelore submetidas a alta ingestdo aimentar também
demonstraram menor intensidade e duracdo de estro quando comparadas a novilhas com baixa
ingestdo (MOLLO et a. 2007Db).

Em um estudo que avaliou a associagdo entre niveis de producdo de leite e comportamento
de estro, Lopez et al. (2004) observaram menor duragéo (6,2 vs 10,9 h) e intensidade (6,3 vs 8,8
aceites de monta) de estro nas vacas de maior producéo (>39,5 Kg/d) comparado as de menor
producéo (<39,5 Kg/d) de leite. Essas diferencas de comportamento estral entre categorias
distintas de animais dentro da mesma raga, parecem estar relacionadas aos menores niveis
circulantes de E2 em vacas lactantes comparado as novilhas (SARTORI et a. 2002; SARTORI
et a. 2004) e menor E2 em vacas de maior producdo de leite comparado a vacas de menor
produtividade (LOPEZ et a. 2004). Outros pesquisadores sugeriram que fatores tais como idade,
peso e salide dos cascos sdo 0s maiores contribuintes para diferencas em expresséo de estro entre
os animais. Entretanto, aparentemente, nenhum estudo havia avaliado as caracteristicas de estro
em vacas HPB adultas ndo lactantes, as quais tém idade e peso similares as lactantes, porém

tendem ater concentragdes circulantes de E2 mais elevados (SARTORI et a. 2002).



Esses dados sdo indicativos de que € necessario conhecer as caracteristicas do estro
comportamental e da ovulagcdo para implantar eficientes programas de deteccdo de cio, levando

em consideracdo as diferencas entre Bos indicus e Bos taurus.

1.4 Desenvolvimento folicular e luteal

Relatos de literatura em fémeas Bos taurus com duas ondas de crescimento folicular
apresentam foliculos ovulatérios com didmetros de 17,1 e 16,5 mm para a primeira e segunda
onda, respectivamente (GINTHER et al. 1989). Porém em vacas Bos indicus, os diametros
relatados foram de 11,3 e 12,3 mm, respectivamente (FIGUEIREDO et a. 1997; SARTORELLI
et a. 2005). A partir desses relatos poder-se-ia concluir que o didmetro do foliculo ovulatério
em zebuinos € sempre menor do que em taurinos. Entretanto, outros relatos, dependendo da
categoria animal e nivel nutricional, descreveram foliculos ovulatdrios ndo téo diferentes entre
novilhas Nelore (14,0 mm) (MOLLO et a. 2007b) e HPB (14,9 mm) (SARTORI et al. 2004).

O didmetro do CL parece ser menor em Bos indicus do que em Bos taurus. Corpos |Uteos
de zebuinos variam de 17 a 21 mm de diametro (SEGERSON et al. 1984; RHODES et a. 1995;
FIGUEIREDO et d. 1997), ao passo que em taurinos sdo relatados didmetros entre 20 e 30 mm
(GINTHER et a. 1989). Da mesma maneira, ha relatos de que a concentragdo de P4 no CL
também € inferior em zebuinos em relacéo aos taurinos (SEGERSON et al. 1984). Entretanto,
esta Ultima informagdo precisa ser confirmada, pois ndo necessariamente concentragcdes
circulantes mais elevadas de P4 em Bos taurus sejam consequéncia de maior producdo pelo CL.

Pode, simplesmente, ser devido a um maior metabolismo desse horménio.
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1.5 Producao ou concentracgdes circulantes de hormonios ester 6ides

As baixas concentracbes sé&icas de esterdides tém, potenciadmente, numerosas
consequiéncias fisiol 6gicas que podem comprometer areproducéo das vacas lactantes (SARTORI
et a., 2004). A reducdo no pico de E2 circulante pode ser uma causa da menor duracéo do estro
ou menor intensidade de comportamento estral em vacas lactantes (NEBEL et al., 1997; LOPEZ
et a., 2004) ou da baixa taxa de deteccdo do estro, em vacas lactantes (Senger, 1994). Além
disso, pode contribuir para falhas na fecundacéo e de desenvolvimento embrionério precoce
(KING et da., 1994; DESOUZA & MURRAY, 1995) e pode influenciar em aguns tipos de
anestro em vacas lactantes (WILTBANK et a., 2002).

Nolan et a. (1998) descreveram uma maior concentracdo sérica de P4 em novilhas com
alimentagdo restrita comparadas as superalimentadas. Estas alteraces nas concentractes
sanguineas de P4 e E2 podem afetar padrdes de desenvolvimento folicular e a viabilidade de
ovacitos e embrides (revisado por SARTORI et a., 2007).

Sangsritavong et a. (2002) ao comparar 0 metabolismo de horménios esterdides em vacas
|actantes e ndo-lactantes em dietas de baixa e alta ingestdo alimentar observaram que animais em
adta dieta apresentaram maior fluxo sanglineo hepatico e conseqlentemente maior
metabolizacdo de P4 e E2. Essa maior metabolizacdo de esterdides em vacas lactantes favorece a
ocorréncia de duplas ovulagdes, menores taxas de fecundacdo e reducéo na expressao de estro.

Estudos tém relatado que vacas lactantes desenvolvem maior foliculo ovulatério, mas tém
menor concentracdo sérica de estradiol do que novilhas (SARTORI et a., 2004) ou vacas secas
(DE LA SOTA et a., 1993). De fato, estudos que compararam novilhas a vacas lactantes
(WOLFENSON et al., 2004); e vacas secas a vacas lactantes (DE LA SOTA et al., 1993)

observaram concentragdes séricas de horménios esterdides inferiores nas vacas lactantes.
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O maior metabolismo de E2 nas vacas lactantes leva o foliculo a crescer mais antes que se
alcance uma concentracdo suficiente de E2 para ser iniciada a cascata luteolitica ou para induzir
0 pico de GNRH/LH e conseqgliente ovulacdo (SARTORI et al., 2004), o que explica o fato de
vacas lactantes terem um maior tamanho do foliculo ovulatério.

Murphy et a. (1991) ao estudar novilhas Friesian e Hereford sob diferentes dietas
relataram que ndo houve diferenca nas concentracBes séricas de P4 entre 0s grupos, porém
animais com baixa dieta apresentaram menor liberacdo de LH além de reducéo no diametro do
foliculo ovulatério e persisténcia do foliculo dominante durante o estro e tendéncia a aumentar a
proporcao de ciclos estrais com trés ondas de crescimento folicular.

Bergfeld et a. (1994) relataram também que novilhas alimentadas com baixa energia
apresentaram menores foliculos dominantes e menores concentragbes periféricas de E2 que
novilhas alimentadas com alta energia.

Novamente, ha a necessidade de se confirmar se diferencas na P4 e E2 circulantes entre
taurinos e zebuinos sdo efetivamente devido a uma menor producdo pelos ovarios ou maior
metabolismo. Além disso, deve-se estudar se diminuicdo nos niveis circulantes se exacerba

com 0 aumento daingestdo de matéria secalenergia.

1.6 Producéo ou concentragdes circulantes de hormonios metabolicos

Existem muitas evidéncias de que os hormdnios metabdlicos interferem na liberacdo de
GH, insulina, IGF-1 e leptina, hormonios estes responsaveis pelo controle do desenvolvimento

folicular (DISKIN et al., 2003).
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O metabolismo de nutrientes das dietas difere totalmente entre vacas holandesas de ata
producdo e vacas de corte (SHINGU et a., 2002). Vacas holandesas apresentam balanco
energético negativo no inicio dalactagdo devido ao aumento da mobilizago de energia

Conseguientemente, apresentam aumento nos niveis séricos de GH e queda nos niveis de
IGF-I e insulina no periodo pds-parto. Em contraste, vacas de corte (Japanese Black) tanto
lactantes, como ndo-lactantes permanecem com as mesmas concentragdes sericas de GH e
insulinaao longo do ciclo estra (KAWASHIMA et a., 2007).

As concentracOes plasmaticas de IGF-1 durante o ciclo estral sdo superiores em zebuinos.
Sartorelli et a. (comunicacdo pessoa 2007) relatam que zebuinos apresentam 129% maior nivel
de IGF-I quando comparados a taurinos. Alvarez et al. (2000) também observaram maiores
nivels circulantes desse horménio em Brahman quando compararam a Angus e Senepol. Estes
aumentos dos niveis séricos de IGF-I em animais zebuinos explicam também porque os animais
da raca Brahman apresentaram maiores concentragoes plasméticas de GH e insulina. O aumento
de GH e IGF-I em Brahman também foi observado por Simpson (1994).

Kawashima et al. (2007) a0 compararem vacas taurinas a zebuinas observaram que as
vacas zebuinas lactantes e ndo lactantes apresentaram as mesmas concentracdes de horménios
metabdlicos durante o ciclo estral. Em contraste, vacas taurinas | actantes apresentaram mudancas
no metabolismo de hormoénios metabdlicos. Estes autores verificaram que as concentracdes de
insulina modificaram-se ao longo do ciclo estra em zebuinos, mas esta alteracdo ndo foi
observada em taurinos. Isto demonstra que os niveis de insulina acompanham as concentracoes
de E2 durante o desenvolvimento folicular. Dessa forma, a secrecéo de E2 pelos foliculos
aumenta a secrecdo de insulina pelo pancreas. Neste mesmo estudo, Kawashima et al. (2007)

relataram que as concentragdes de IGF-1 aumentaram durante a fase folicular e diminuiram
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durante a fase luteal, tanto em fémeas zebuinas como taurinas. Estes resultados sugerem que o0s
esterdides ovarianos sofrem agdo da ciclicidade de IGF-1, mais do que do estado nutricional
(KAWASHIMA et al., 2007).

Esses dados sdo indicativos de que é necessario conhecer a producdo de horménios

metabdlicos em dietas de ata e baixaingestdo de matéria seca em Bos indicus e Bos taurus.

2. Influéncia da nutricdo nareproducdo

O Brasil € um dos paises que mais geram produtos utilizando biotecnol ogias da reproducdo
(VIANA & CAMARGO, 2007), porém com resultados muito varidvels. Uma das raz0es para
isso estd no fato de haver pouco conhecimento da fisiologia reprodutiva e da influéncia
nutricional nas ragas taurinas e zebuinas manejadas nas condic¢des de climatropical.

A nutricdo esté entre os fatores que mais afetam o desempenho reprodutivo de fémeas
bovinas. Por isso, as fémeas de elevado mérito genético que sdo utilizadas como doadoras de
embrides devem estar sob um mango nutricional adequado. Neste sentido, existem
particularidades entre a fisiologia reprodutiva de Bos indicus e Bos taurus que devem ser levadas
em conta no emprego do manejo alimentar, inseminacdo artificial (1A), transferéncia de embrides
(TE) e de aspiracdo guiada por ultrassom juntamente a producdo in vitro de embrides.

A suplementacdo energética € uma prética comum em gado de leite, principalmente pelo
seu papel no aumento da densidade energética da dieta. Devido as diferencas na ingestdo de
matéria seca (IMS) e no nivel de producéo de leite, os resultados das pesquisas com gado de leite

ndo sdo aplicaveis na producdo de carne (SINCLAIR et a. 2000).
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A densidade energética da dieta € o fator nutriciona que, em curto prazo, provoca maiores
alteraces na reproducdo. Associado a energia contida na dieta, a quantidade e tipo de proteina
também sdo importantes. Para um bom aproveitamento tanto de energia quanto de proteina é
importante que haja um correto balanceamento entre eles, além de sincronia na taxa de
degradacdo entre as fontes de proteina e energia da dieta (SINCLAIR et al. 2000). Além disso, o
CoNsuMo excessivo ou deficiente de outros nutrientes, como vitaminas, macro e micro minerais
tem sido relacionado ao baixo desempenho reprodutivo dos bovinos (SANTOS &
AMSTALDEN 1998).

Por isso, as estratégias nutricionais utilizadas no rebanho podem resultar em melhora
significativa nas taxas reprodutivas. Animais que recebem dieta muito acima das necessidades de
manutencdo associada a um alto ECC tém a producéo de embrides prgudicada, e quando
associada a um baixo ECC o efeito da dieta pode ser positivo na producéo de embrides
(ADAMIAK et a. 2005). Mudancas agudas na dieta, com nivels abaixo ou acima da
manutencdo, ndo parecem estar associadas as mudancas nas concentracdes de gonadotrofinas.
Estéo relacionadas principa mente as ateracdes em hormdnios metabdlicos, como horménio do
crescimento (GH), insulinag, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), ou leptina (WEBB
et al. 2004).

Além disso, ja foi observado que animais com maior ingestdo alimentar tém um maior
metabolismo hepatico levando a queda nas concentracdes circulantes de horménios esterdides
[estradiol (E2) e progesterona (P4)], apesar de ovularem foliculos maiores (SARTORI et al.
2002; SARTORI et a. 2004). Esta queda se deve a um aumento na taxa de degradacéo hepética
desses hormdnios (PARR et a. 19933, b; SANGSRITAVONG et a. 2002; VASCONCELOS et

al. 2003). Em zebuinos, esse fendbmeno também foi observado, onde vacas da raca Nelore ndo
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lactantes submetidas a alta IMS, tiveram um pico pré-ovulatorio de E2 inferior do que aquelas
com baixa IMS, apesar de néo ter havido diferenga no tamanho maximo do foliculo ovulatério
(MARTINS et a. 2008; SARTORI & BARROS 2011).

As baixas concentracbes séricas de esterGides tém, potenciamente, numerosas
consequéncias fisiol 6gicas que podem comprometer a reproducdo das vacas lactantes (Sartori et
al. 2004). A reducdo no pico de E2 circulante pode ser uma causa da menor duracéo do estro ou
menor intensidade de comportamento estral em vacas lactantes (NEBEL et a. 1997; LOPEZ et
al. 2004) ou da baixa taxa de deteccéo do estro, em vacas | actantes. Além disso, pode contribuir
parafalhas na fecundacdo e no desenvolvimento embrionério precoce (DESOUZA & MURRAY
1995) e pode influenciar em aguns tipos de anestro em vacas lactantes (WILTBANK et al.
2002). Nolan et a.(1998) descreveram uma maior concentracdo serica de P4 em novilhas com
alimentagdo restrita comparadas as superalimentadas. Estas alteracbes nas concentractes
sanguineas de P4 e E2 podem afetar padrdes de desenvolvimento folicular e a viabilidade de
ovacitos e embrides [revisado por SARTORI et d. (2007)].

A nutricdo pode afetar a reproducéo através do eixo hipotal amo-hipofise-gbnada. Isto se
deve a participacdo da nutricdo na foliculogénese, principalmente através de mecanismos de
sinalizacdo metabolica (SCARAMUZZI et al. 2006) além de alteracdo no metabolismo de alguns
horménios por mudancas no fluxo sanguineo hepético.

Quando a mudanca na dieta aconteceu por um periodo curto, ndo foram observadas
grandes alteracbes no eixo hipotdamo-hipéfise-gbnada. No entanto, a reducdo de glicose
associada a dieta restrita pode influenciar a func@o hipotal@mica e hipofisaria. A restri¢do

energética parece promover efeitos inibitorios no eixo hipotdlamo-hipdfise, por diminuicéo da
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pulsatilidade de secrecéo de LH, acarretando na diminui¢do da taxa de crescimento folicular
(BOSSIS et a. 1999; DISKIN et a. 2003).

Os mecanismos de sinalizacdo e regulacdo da liberacdo de GnRH que podem ser
influenciados pela nutricdo ainda sdo pouco entendidos. Acredita-se que opidides enddgenos
atuem como neuromoduladores da liberacdo de GnRH. E neste mecanismo de peptideos
opiodides, a restricdo aimentar pode aterar a pulsatilidade de GnRH, possivelmente mediado
pelo neuropeptideo Y (NPY), o qual parece desempenhar uma funcéo na regulacdo da ingestéo
alimentar e consequentemente no balanco energético dos ruminantes (MCSHANE et a. 1993). O
NPY € um potente inibidor da liberacdo de LH aém de estimular a ingestdo aimentar, ao
contrario da leptina. Além disso, a glicose aparentemente também age no sistema nervoso
central, modulando a liberagdo de GnRH, consequentemente a liberagdo de LH (DISKIN et al.
2003). No entanto, este processo de controle da liberagdo de GnRH parece influenciar apenas a
liberacdo de LH sem grandes ateracdes nas concentragoes de FSH. Esta informagdo baseia-se
em estudos que examinaram os efeitos da nutricdo na secrecdo de FSH e indicaram claramente
gue arestricdo alimentar crénica ou aguda ndo interferiu precisamente na sintese ou secrecdo de
FSH, e que a caréncia de FSH ndo impediu a ovulacdo em novilhas submetidas a restricéo
alimentar (DISKIN et a. 2003).

Bossis et a. (1999) induziram nutricionamente novilhas de corte a condicbes
anovulatorias restringindo a dieta e observaram faha na ovulagdo apenas por volta de 32
semanas apos o inicio da restricdo alimentar. Estes relataram reducdo nas concentragdes de LH
acompanhada de decréscimo nas concentragfes de estradiol e faléncia na ovulagdo no ultimo

ciclo estral antes de entrarem em anestro.
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A interagdo entre a liberagdo de gonadotrofinas e fatores intrafoliculares interfere no
desenvolvimento folicular e esté intimamente ligada ao estado nutricional (WEBB et a. 2004).
Animais submetidos a altos planos nutricionais por um curto periodo apresentam um menor
recrutamento de foliculos por onda folicular, maior taxa de crescimento do foliculo ovulatério e
maiores taxas de ovulacéo (BOSSIS et a. 1999).

Mudancas na dieta por um curto periodo sdo capazes de aterar o metabolismo dos
ruminantes, aterando alguns hormdnios metabdlicos, dentre eles o GH, a insulina, o IGF
(principalmente o IGF-1) e aleptina, que tem grande participacdo na funcéo ovariana (WEBB et
al. 2004). Porém, estas modificagcdes e suas consegquéncias podem variar de acordo com a
condicéo corporal dosanimais (ADAMIAK et al. 2005).

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos observando aumento no ndmero de foliculos
recrutados na onda através do aumento dos niveis ingeridos de energia por um periodo curto de
tempo (GUTIERREZ et a. 1997; GONG et a. 2002; FRERET et a. 2006). A aplicabilidade
desta préatica seria aumentar a resposta superovul atéria para coleta de embrides in vivo e também
para aumentar o numero de foliculos aspirados para producdo de embrides in vitro. Entretanto,
outros trabalhos observaram efeitos contrarios (SARTORI & MOLLO 2007; SARTORI &
GUARDIEIRO 2010). Ha uma possibilidade de que contradicdo entre os estudos segja, pelo
menos parcialmente, devido a diferencas raciais dos animais utilizados.

Em um dos nossos primeiros trabalhos com fémeas da raca Nelore (MOLLO et a. 20073)
observou-se que novilhas submetidas a alta ingestdo alimentar apresentaram menor resposta
superovulatéria, refletida tanto pela menor quantidade de ovulagfes quanto pelo menor nimero
de embribes colhidos. Esta observacdo € conflitante com relatos de estudos de outras ragas,

principalmente taurinas, em que a ata ingestdo de matéria secalenergia influenciou de forma
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positiva a populacdo de foliculos emergentes na onda e a resposta superovulatéria dos animais,
apesar de potencia mente reduzir a qualidade embrionéria.

A ingestdo de diferentes niveis nutricionais por um periodo curto de tempo pode
influenciar o recrutamento de peguenos foliculos, sem afetar as concentracbes de FSH
(GUTIERREZ et al. 1997; ARMSTRONG et a. 2001; GONG et a. 2002), resultando em maior
numero de foliculos ovulados apds tratamento superovulatorio em animais com alta ingest&o
adimentar (GONG et a. 2002). Este aumento tem sido associado a maior concentragcao
plasmética de IGF-1 e insulina (FRERET et a. 2006). Isto acontece porque na fase em que 0s
foliculos ndo sdo dependentes de gonadotrofinas, mas sm de fatores de crescimento (pré-antral),
existe uma grande influéncia de fatores de crescimento na estimulagdo folicular, sobretudo de
IGF (WEBB et a. 2004).

As concentragdes de IGF estdo altamente relacionadas com a dieta ingerida, portanto, o
recrutamento folicular pode potencialmente ser alterado de acordo com a nutricdo fornecida.
Além do I GF, outros hormoénios como ainsulina, GH e leptina podem estar mediando o efeito da
nutricdo na funcdo ovariana, no entanto 0s mecanismos e interacdo entre estes hormdnios ainda
n&o estdo bem estabel ecidos.

Dietas que modulam a producéo de acetato e propionato no rumen direcionam a producéo
de glicose, pois 0 propionato € um importante precursor para a gliconeogénese no figado,
aumentando assim a disponibilidade de energia. As concentracfes de glicose, por sua vez, estéo
relacionadas a producdo de insulina e IGF-1, modulados pelo GH (THOMAS et a. 1997).
Novilhas com alta ingestdo de energia tiveram nivels circulantes de glicose, insulina e IGF-I

aumentados (FRERET et a. 2006).
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Insulina e IGF-I possuem efeito esteroidogénico nos foliculos, além de atuar aumentando a
responsividade as gonadotrofinas (GONG et a. 2002). No entanto, a leptina inibe a
esteroidogénese induzida por gonadotrofinas e€/ou insulina in vitro, porém, em niveis
fisiol6gicos, parece ndo ser capaz de alterar a proliferacéo das células da granulosa.

Quando novilhas de corte foram alimentadas com altos niveis energéticos, foi observado
um aumento na taxa de crescimento folicular comparadas as novilhas ingerindo baixo nivel de
energia (ARMSTRONG et a. 2001; MOLLO et a. 2007b; SARTORI & BARROS 2011,
MOLLO et a.2007). A estimulacdo folicular através de IGF-I e insulina fazem com que a taxa
de crescimento folicular aumente, determinando assim, maior didmetro do foliculo dominante
em animais que recebem dietas com atos niveis energéticos (MURPHY et al. 1991;
ARMSTRONG et a. 2001; MOLLO et a. 2007b; SARTORI & BARROS 2011). Ao contré&rio,
animais em restri¢do demonstraram diminui¢do na taxa de crescimento folicular e diminuicdo do
tamanho do foliculo dominante em relacdo a animais recebendo dieta de manutencdo ou de ata
IMS (BOSSIS et a. 1999; MOLLO et a. 2007b; SARTORI & BARROS 2011).

O tamanho do foliculo dominante também é influenciado pela concentracdo circulante de
E2, que controla a liberacdo de FSH e LH através de retroaimentacdo positiva e negativa,
podendo estar mais baixa em animais com alto nivel dietético devido ao seu maior metabolismo
hepético (SARTORI et al. 2004).

Alteragdes na dieta também mudaram o nimero de ondas durante o ciclo estral em
novilhas, sendo predominantemente trés em animais com 70% e duas em animais com 180% da
dieta de manutencéo (MURPHY et al. 1991). Estudos recentes no Brasil com um nimero maior

de unidades experimentais, entretanto, ndo confirmaram esses resultados (MOLLO et a. 2007b).



20

3. Uso debenzoato de estradiol para sincronizagdo da emergéncia da onda folicular em

bos taurus e bosindicus

A pecuéria brasileira, principalmente a de corte, ocupa hoje uma posicéo de destaque na
economia do pais. Atualmente, o Brasil € o primeiro exportador de carne in natura, sendo
seguido pela Austrdlia e Estados Unidos. O rebanho bovino no Brasil, em 2010, atingiu 176,6
milhdes de cabegas, sendo que desse total, 40% € representado por fémeas acima de 2 anos
(aproximadamente 70 milhdes). Além disso, € importante destacar que, 80% € constituido de
bovinos de corte com origem predominatemente Bos indicus (ANUALPEC 2010).

Atualmente, muitos paises utilizam a lA em quase a totalidade de seus rebanhos bovinos.
Calcula-se que mais de 106 milhdes de fémeas sejam anua mente inseminadas em todo o mundo.
No entanto, no Brasil, apesar de a venda de sémen ter crescido 50% nos ultimos 10 anos ainda
existe a necessidade de se investir em biotecnologias que visam eficiéncia reprodutiva e
melhoramento genético a fim de promover o crescimento da pecuéria nacional. No ano de 2011,
a ASBIA (Associacéo Brasleira de Inseminacdo Artificial) apresentou um aumento na
comercializacdo de sémen de 23,5% com 11,9 milhdes de doses, em relagdo a 2010. Para se ter
uma idéia da dimensdo desse nimero, em 2006 foi de 6,7 milhdes de doses, mostrando que em
cinco anos houve uma evolucdo de 76,7% (ASBIA 2010). No entanto, esse nimero ainda é
baixo, pois com todo esse volume de sémen comercializado, estima-se que tenhamos pouco mais
de 9,4 milhdes de vacas inseminadas, representando pouco mais de 13% do total do rebanho
(ANUALPEC 2010).

Sabe-se que o0 uso da IA é o principal responsavel pelo progresso genético da industria

leiteira. No entanto, esta biotécnica ainda ndo € largamente utilizada na indUstria de carne. Em
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contrapartida, a necessidade do uso da IA vem crescendo devido a presséo pelo melhoramento
genético visando aumento da produtividade (MAPLETOFT et a. 2008).

Através da |A convencional, é possivel promover o melhoramento genético. No entanto, o
seu desenvolvimento sempre foi dificultado, principamente, pelos problemas relacionados a
deteccdo de cio, duracdo do anestro pés-parto e puberdade tardia (BARUSELLI et al. 2006).
Dessa forma, nos programas de |A gue requerem a observacéo de cio, os resultados sdo lentos e
0 custo é elevado, o que faz com que atécnica setorneineficiente (MAPLETOFT et a. 2008).

Na atuaidade, os métodos de sincronizacdo da ovulagdo para IA em tempo fixo (IATF)
possibilitam contornar esses problemas. Com o advento da IATF tornou-se possivel obter
melhoramento genético associado a eficiéncia reprodutiva.

No entanto, o sucesso da IATF depende de um controle preciso do crescimento folicular, o
gual envolve induzir a emergéncia de uma nova onda folicular, controlar a duracdo do
crescimento folicular até o estagio pré-ovulatério, sincronizar a insercéo e a retirada da fonte de
P4 exdgena e enddgena e induzir a ovulagdo sincronizada em todos o0s animais simultaneamente
(BARUSELLI et al. 2006).

Estradiol € um horménio utilizado com grande sucesso na sincronizacdo da emergéncia da
onda folicular em bovinos [Revisado por BO et a. (2002)]. BO et a. (1994b) concluiram que o
E2 foi mais efetivo em suprimir o crescimento folicular quando estava associado a P4. Além
disso, levantaram a hipétese de que o efeito supressivo do E2 juntamente com a P4 é devido ao
efeito inibitorio na liberacdo de FSH e LH e que tais gonadotrofinas necessitam permanecer
suprimidas por, no minimo, 24 h para que o crescimento folicular sga efetivamente

interrompido.
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Uma vez que o E2 é metabolizado, elimina-se o efeito inibitorio. Consequentemente, é
observado um aumento nas concentragdes circulantes de FSH (pico de FSH), seguido pela
emergéncia de umanovaondafolicular (MARTINEZ et al. 2005; MARTINEZ et al. 2007)

Em trabalhos subsequentes, foi observado que a combinagdo do E2 com a P4, de fato,
determina a regresséo folicular e induz a emergéncia de uma nova onda folicular dentro de um
intervalo consistente apds o tratamento (em media 4,3 = 0,1 dias apdés o tratamento),
independente da fase de desenvolvimento folicular (D1, D3, D6 ou D9 do ciclo estral) naqual o
protocolo foi iniciado (BO et a. 1994a; MAPLETOFT et al. 2008).

Adicionalmente, o efeito de diferentes doses de BE na liberacdo de gonadotrofinas foi
testado em fémeas de corte cruzadas, tratadas com implante intravaginal de progesterona (PRID)
ou ablacdo folicular. Os autores concluiram que o efeito supressivo do E2 sobre o FSH € dose-
dependente (O'ROURKE et a. 2000; BURKE et al. 2003).

Entretanto, na literatura, a maioria dos trabal hos utilizou tratamentos com 17B-estradiol ou
valerato de estradiol (VE). Poucos trabal hos efetivamente testaram diferentes doses de BE. Além
disso, a maioria dos trabalhos foi desenvolvida apenas com animais taurinos. No entanto, vale
ressaltar que o rebanho brasileiro € composto em sua grande maioria por animais zebuinos. E
sabido que a fisiologia envolvida na resposta a0 BE, em zebuinos, é pouco estudada e a
comparacdo dessa raca as racas taurinas também € escassa.

Dessa forma, faz-se necessario avaliar o efeito de diferentes doses de BE associadas a P4
na sincronizacdo da emergéncia da onda folicular em vacas de racas taurinas versus zebuinas em

condig¢des nacionais.
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CAPITULO 2

*EXxperimento 1*

“Funcéo ovariana e hormonios cir culantes em
vacas nao lactantes dasracas Nelore e Holandés Preto

e Branco’
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RESUMO

A funcdo ovariana e as concentracfes circulantes dos horménios reprodutivos e metabdlicos
foram comparadas em vacas Bos taurus e Bos indicus sob as mesmas condic¢fes climaticas e
nutricionais. Vacas secas das racas Nelore (n=12) e Holandés Preto e Branco (HPB; n=12) foram
mantidas em baias individuais, recebendo dieta de manutencéo de acordo com o NRC (2000). O
ECC e o PC se mantiveram em 3,1+0,1 e 2,8+0,2 (escdlade 1 a5) e 508+17 e 575+20 kg, para
Nelore e HPB, respectivamente. Apos 21 dias de adaptacdo, o estro foi sincronizado e os animais
monitorados diariamente durante um intervalo ovulatorio, através de ultrassonografia ovariana,
usando um transdutor linear de 7,5 MHz. Durante a primeira onda folicular, os exames
ultrassonograficos foram realizados duas vezes ao dia. Amostras de sangue foram colhidas uma
vez a0 dia para dosagens hormonais. Os resultados foram analisados pelo procedimento Mixed
do SAS (P<0,05) e apresentados como média dos quadrados minimos + EP. Foi observado que
80% das vacas Nelore e 60% das vacas HPB apresentaram trés ondas de crescimento folicular
durante o ciclo estra. Todas as demais apresentaram duas ondas. O comprimento medio do ciclo
estral foi similar entre Nelore e HPB (23 dias; variando de 21 a 26). Foram observadas
diferencas substanciais quanto ao nimero de foliculos antrais entre Nelore e HPB. A emergéncia
da onda, o numero de foliculos de 2 a 5 mm presentes nos ovérios foi de 42,7+5,9 para Nelore
(variando de 25 a 100) e 19,7+3,2 para HPB (variando de 5 a 40). O desvio folicular ocorreu, em
média, 2,3 dias apds a ovulacdo, independente de raca, quando o maior foliculo atingiu 7,0+0,2 e
8,9+0,4 mm de didmetro em Nelore e HPB, respectivamente. O didmetro maximo do foliculo
ovulatorio (15,7+0,3 vs 13,4+0,3 mm), asssm como 0 volume do CL (7611+512 vs 4917+548
mm?®), foram maiores em taurinos que em zebuinos. Entretanto, as concentragdes plasméticas de
progesterona no D7 (2,8+0,16 vs 2,0+0,04 ng/mL) e no D14 (4,6+0,40 vs 4,1+0,18 ng/mL) do
ciclo estral e o pico pré-ovulatério de estradiol (12,7+0,98 vs 7,7+0,67 pg/mL), assim como as
concentragdes plasmaticas pré-prandiais de insulina (9,9+1,51 vs 3,0+0,70 pUI/mL) foram
maiores em fémeas zebuinas que em taurinas. Além disso, as concentracOes plasmaticas pré-
prandiais de insulina foram mais elevadas na fase estrogénica do que progesterénica tanto em
Nelore (11,9+2,05 vs 8,3+1,47 pUl/mL) quanto em HPB (4,2+1,05 vs 2,2+0,64 uUl/mL).
Portanto, foi demonstrado que mesmo em condi¢fes climéicas e nutricionais similares ha
grandes diferencas na funcé@o ovariana e nos horménios circulantes entre taurinos e zebuinos.
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2.10BJETIVO

Comparar a funcéo ovariana e a concentracéo circulante dos horménios reprodutivos e
metabolicos em vacas Bos taurus e Bos indicus sob as mesmas condi¢bes climaticas e

nutricionais.

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Animais

Foram utilizadas 12 vacas Nelores (Bos indicus) e 12 vacas Holandesas (Bos taurus) ndo
lactantes com condic¢éo, peso corpora (PC) e idade (3 a 6 anos) semelhantes. As vacas foram
alojadas em baias individuais (acesso individua ao cocho), sem acesso a pastagem, a fim de
controlar aingestéo alimentar de cada animal, com agua a vontade e o sal mineral foi fornecido

nadieta

2.1.2 Dietastratamento

Todos 0s animais passaram por um periodo de adaptac@o de sete dias e receberam uma dieta de
manutencdo de acordo com o NRC (2000), composta de 42,8% de bagaco de cana; 45,7% de
milho moido; 3,2% de farelo de soja; 1,2% de uréia; 5,7% de melago; 1,4% de sa minerdl,
totalizando 71% de matéria seca (MS) na dieta total. A ingestdo em MS por kg de PC foi de

1,37% para Nelore e 1,54% para Holandés. O ECC e o PC se mantiveram em 3,1+0,1 e 2,8+0,2
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(escala de 1 a 5) e 508+17 e 575+20 kg, para Nelore e Holandés, respectivamente. Apés este
periodo de adaptac@o, as vacas permaneceram mantidas em dstema de confinamento em baias
individuais, recebendo esta mesma dieta, formulada para atender as necessidades de manutencéo do
peso e da condicdo corpord. As dietas foram oferecidas durante todo o periodo experimentd, incluindo
7 dias de dieta de adaptacéo e, aproximadamente, 23 dias de dieta tratamento (dieta tratamento foi
oferecida até 0 momento em que todos 0s animais completaram um ciclo estrd).

Para certificacdo da ingestdo desgada, o PC e ECC foram avdiados semandmente e a dieta
g ustada de acordo com o peso dos animais. Além disso, diariamente a sobra do cocho, quando existia,

foi pesada e a porcentagem de matériasecadadietafoi avdiada

2.1.3 Sincronizacdo de estro

Simultaneamente ao inicio do fornecimento das dietas experimentais, as vacas tiveram o
ciclo estral sincronizado com uso de hormonios, sendo, no Dia 0 do protocolo, colocagéo de um
dispositivo intravagina de P4 (CIDR, Pzifer Saide Animal) e aplicacdo de GnRH (Gestran Plus,
Agener Unido) . Nos Dias 6 e 7 foi aplicada PGF2a (Veteglan, Hertape Calier Salde Animal

S/A) e aremocédo do implante foi realizadano Dia7 (Figura 1).

USecolheita de sangue > diariamente
24h [ A
Primeira onda-> USa cadal2h
1 1

Implantede P4 — 6 dias CICLO ESTRAL COMPLETO

GnRH Ovulagéo Ovulagéo
PGF2a

FIGURA 1. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o protocolo de

sincronizac&o do cio, o periodo dos exames ultrassonograficos e das colheitas de sangue.
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2.1.4 Exames ultrassonograficos, colheita de sangue e dosagens hormonais

Exames ultrassonogréficos ovarianos transretais utilizando-se uma probe linear de 7,5
MHz foram redlizados duas vezes ao dia (12/12 horas) a partir do Dia 8 do protocolo de
sincronizacdo (inicio dos exames 24 h ap6s a remocgado do implante de P4) até o estabel ecimento
dadominanciafolicular naprimeira ondafolicular apds a ovulagéo, apds esse periodo, 0s exames
ultrassonograficos passaram a ser realizados uma vez ao dia até a confirmagdo da ovulacdo no
ciclo estra subsequente. Os exames ultrassonogréficos foram realizados a fim de detectar e
comparar 0 momento da emergéncia da primeira onda, o0 nimero de foliculos recrutados, o
momento da selecdo do foliculo dominante, o didmetro do foliculo ovulatério, 0 nimero de
ondas foliculares, a taxa de crescimento do foliculo ovulatorio e o crescimento luteal entre as
fémeas das duas subespécies, durante um ciclo estra completo.

Colheitas de sangue foram realizadas diariamente durante todo o periodo experimental. O
plasma colhido foi congelado a -20°C para posterior avaliacdo das concentragtes plasméticas de
IGF-1 total (Quimioluminescéncia), P4 (Quimiluminescéncia), E2e Insulina (Radioimunoensaio).

As dosagens de P4 e IGF-I plasmaticos foram realizadas por Quimioluminescéncia
(Immulite 2000, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA) no Laboratério de
Reproducéo Anima do Departamento de Zootecnia da ESALQ, USP, utilizando-se um kit
comercia conforme normas do fabricante, sendo os CVsintra-ensaio de 6,2% e 7,1% para P4 e
IGF-1, respectivamente. As dosagens de Insulina foram realizadas por Radioimunoensaio no
Laboratorio de Endocrinologia Animal do Departamento de RARV da FMVZ, UNESP,
utilizando-se um kit comercia (TKIN5, Count-A-Count, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, CA) conforme normas do fabricante, sendo o CV intra-ensaio de

3,5%.
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A andlise estatistica das concentracfes circulantes de P4 e Insulina, obtidas sob medidas
repetidas, foi redlizada sob um modelo que incluiu a matriz de correlagdo de melhor gjuste
(simétrica composta heterogénea para P4 e autorregressiva de primeira ordem para Insulina),
utilizando a metodologia dos modelos lineares generalizados (NELDER & WEDDERBURN
1972) com o procedimento GLIMMIX do SAS (P < 0,05).

Para P4, consideraram-se os efeitos fixos de raga, dia (Dia 7 e Dia 14) e a interagdo
raca*dia, e como aeatério o efeito de vaca, sob distribuicdo normal. Para Insulina,
consideraram-se os efeitos fixos de raga, fase (estrogénica e progesterdnica) e a interacéo
raca*fase, e como aeatdrio o efeito de vaca, sob distribuicdo binomia negativa e funcéo de
ligacdo logaritmica.

Para as variaveis nimero de foliculos antrais no momento da emergéncia e duragdo do
ciclo estral (em dias), considerou-se o efeito fixo de raga, sob distribuicdo poisson e func¢éo de
ligagcdo logaritmica. Para as demais varidveis utilizou-se 0 mesmo modelo sob distribuicéo

normal.

2.2RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados como meédia dos quadrados minimos + EP. Foi
observado que 80% das vacas Nelore e 60% das vacas HPB apresentaram trés ondas de
crescimento folicular durante o ciclo estral. Todas as demais apresentaram duas ondas.

O comprimento médio do ciclo estral foi similar entre Nelore e Holandés (23 dias;
variando de 21 a 26). Foram observadas diferengas substanciais quanto ao nimero de foliculos
antrais entre as racas Nelore e HPB. A emergéncia da onda, o nimero de foliculos de 2 a5 mm

presentes nos ovarios foi maior nas vacas Nelore do que nas vacas HPB. Além disso, esta
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diferenca no nimero de foliculos entre as ragas persistiu durante todo o ciclo estral. O desvio
folicular ocorreu no mesmo momento, independente de raca.

O diametro maximo do foliculo ovulatério, assim como o volume do CL, foram maiores
em taurinos que em zebuinos. Entretanto, as concentragdes plasméticas de P4 no D7 e no D14 do
ciclo estral e o pico pré-ovulatorio de E2, assim como as concentragdes plasmaticas pré-prandiais
de insulina foram maiores em fémeas zebuinas que em taurinas. Além disso, as concentragcdes
plasméticas pré-prandiais de insulina foram mais elevadas na fase estrogénica do que
progesteronica tanto em Nelore quanto em HPB. Todos estes resultados estdo demonstrados na

Tabela 1.
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TABELA 1. Resultados (média + EP) das avaliacOes ultrassonogréficas ovarianas e das

dosagens hormonais realizadas durante o ciclo estra de vacas ndo lactantes das ragas NEL e

HPB.
Bosindicus— NEL Bos taurus— HPB 5
(n=12) (n=12)
Duracéo do ciclo estral; d 23,0£0,5 230+£0,5 >0,05
Foliculos antrais a emergéncia (2 a 427+59 19,7+ 3,2 0.05
< 1
5mm); n (25 a100) (5a40)
Momento do desvio folicular; dias
) 23+0,24 2,3+0,26 >0,05
apos aovulagdo
Diémetro do maior foliculo no 70+0,2 89+04 0.05
< L
momento do desvio; mm (6,1a8,2) (7,5a10,5)
Dia@metro maximo do foliculo
. 13,4+0,3 15,7+ 0,3 <0,05
ovulatério; mm
Pico pré-ovulatdrio plasmético de
_ 12,7 + 0,98 7,7+0,67 <0,05
estradiol; pg/mL
Volumedo CL: mm® 4917 + 548 7611 + 512 <0,05
Concentracdo plasmatica de P4 no
P 2,8+0,16 2,0+ 0,04 <0,05
D7; ng/mL
Concentracdo plasmatica de P4 no
P 46+ 0,40 4,1+0,18 <0,05
D14; ng/mL
Concentracdo plasmatica pré-
_ ) P ) P 99+151 3,0+£0,70 <0,05
prandia deinsulina; pUIl/mL
Concentracdo plasmaética pré-
P P 2455+ 12,0 198,25+ 10.3 <0,05

prandial de IGF-1; ng/mL
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2.3CONCLUSAO

Foi demonstrado que mesmo em condic¢des climaticas e nutricionais similares ha grandes

diferencas na funcdo ovariana e nos horménios circulantes entre taurinos e zebuinos.
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CAPITULO 3

*EXxperimento 2*

“ Efeito da dose de benzoato de estradiol em
associacao a progester ona na sincronizacgao da
emergéncia da onda folicular em vacas Bosindicuse

Bostaurus’
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RESUMO

O efeito da dose de benzoato de estradiol (BE) associadas a progesterona (P4) na sincronizagao
da emergéncia da onda folicular foi avaliado em vacas Bos indicus e Bos taurus. Vacas ndo
lactantes das ragas Nelore (n=13) e HPB (n=11) foram mantidas em baias, recebendo dieta de
manutencao de acordo com o NRC (2000). O ECC e o PC se mantiveram em 3,5+0,1 e 3,0+0,2
(escalade 1 a5) e 535+14 e 600+23 kg, para Nelore e HPB, respectivamente. Durante o periodo
de adaptacdo as dietas, as fémeas receberam duas aplicacdes de PGF2a (11 dias deintervalo, 150
ug, i.m., Sincrocio, Ourofino Agronegocio, Brasil) e no dia da segunda aplicacéo foram tratadas
com um dispositivo intravaginal de P4, o qual permanenceu por 10 dias (Sincrogest, Ourofino),
associado a uma aplicacdo de BE (i.m., Sincrodiol, Ourofino). Foram testadas trés doses de BE,
sendo eas: 1, 2 e 4 mg. O experimento teve trés repeticdes em um delineamento do tipo
guadrado latino. Exames ultrassonogréficos dos ovérios foram realizados diariamente durante 9
dias a partir da aplicacdo de BE. Foram incluidas na andlise estatistica apenas as vacas que
tiveram a emergéncia da onda folicular sincronizada pelo protocolo, ou sga, quando a
emergéncia ocorreu entre 1 e 6 dias apos o tratamento com BE+P4. Os resultados foram
andisados por meio do PROC GLIMMIX do SAS e apresentados como meédia dos quadrados
minimos + EP. Como resposta aos tratamentos, 2,5% (1/39) das vacas Nelore ndo tiveram
emergéncia da onda folicular sincronizada, tendo sido esta tratada com 1 mg de BE. Quanto as
vacas HPB, 15,1% (5/33) ndo tiveram a emergéncia da onda sincronizada, sendo que trés vacas
haviam recebido 1 mg e as outras duas, 2 ou 4 mg de BE. ApGs os tratamentos com 1, 2 e 4 mg
de BE, o FSH comegou a subir nos seguintes momentos. 54,6+4,3, 60,3+2,6, 68,6+3,5 horas,
respectivamente (P=0,02), o pico de FSH foi observado as 83,9+5,6, 89,5+3,8, 104,2+4,2 horas,
respectivamente (P=0,001) e a emergéncia da onda ocorreu em 3,0+0,3, 3,3+0,1 e 3,8+0,2 dias,
respectivamente (P=0,03), independente de raca. Consequentemente, foi observado efeito de
dose de BE no didmetro do maior foliculo 9 dias apds os tratamentos, sendo 12,5+0,7, 11,3+0,7 e
10,4+0,7 mm nas vacas que receberam 1, 2 e 4 mg de BE (P=0,09). Vacas da raca Nelore
apresentaram maior numero de foliculos de 2 a5 mm no dia da emergéncia (25,0+4,4) do que as
HPB (13,2+2,7; P=0,03). Além disso, o desvio folicular ocorreu 3,0+0,2 dias apds a emergéncia,
independente de raca, quando o maior foliculo atingiu 7,3+0,4 e 9,0+£0,5 mm de diametro em
vacas Nelore e HPB, respectivamente. Também foi observado efeito de raga na taxa de
crescimento do foliculo dominante, sendo 1,6+0,1 e 1,2+0,1 mm/dia para HPB e Nelore,
respectivamente (P=0,007) e nas concentracdes plasméticas de FSH no momento do pico, sendo
1,3+0,004 e 1,0+0,04 ng/mL para HPB e Nelore, respectivamente (P=0,002). Conclui-se que o
momento da emergéncia folicular apos tratamento com BE+P4 foi dose-dependente de BE tanto
para vacas zebuinas quanto taurinas. Além disso, os efeitos de raga encontrados neste estudo
corroboram resultados prévios deste mesmo grupo de pesguisa.



3.10BJETIVOS

Avdiar o efeito da dose de BE (1, 2 e 4 mg) associada a P4 na sincronizacéo da
emergéncia da onda folicular em vacas das racas Nelore (NEL) e Holandés Preto e Branco

(HPB) recebendo dieta de manutengéo.

3.2MATERIAL E METODOS

O trabaho foi realizado no Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP, Piracicaba-SP.
Foram utilizadas 11 vacas HPB e 13 NEL, com escore de condi¢do corpord (ECC) e peso
corporal (PC) semelhantes, sendo 3,1+0,1 e 2,8+0,2 (escdlade 1 a5) e 508+17 e 575+20 kg, para
NEL e HPB, respectivamente.

As fémeas foram mantidas confinadas em baias com trés animais por baia, com excecéo de
uma baia de HPB gue permaneceu com apenas dois animais.

Durante todo o periodo experimental as fémeas receberam dieta para manutencdo do PC de
acordo com NRC (2000). A dieta total era composta de 42,8% de bagaco de cana;45,7% de
milho moido;3,2% de farelo de s0ja;1,2% de uréia5,7% de melaco;1,4% de sal minerd,
totalizando 71% de matéria seca (MS) na dieta total. A ingestdo em MS por kg de PC foi de
1,4% para NEL e 1,6% para HPB.

Durante o periodo de 11 dias de adaptacdo as dietas experimentais as fémeas receberam
duas aplicagdes de PGF20. (Sincrocio, Ourofino Agronegdcio, Brasil; 11 dias de intervalo) e no

dia da segunda aplicagdo tiveram a emergéncia da onda sincronizada com um dispositivo
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intravagina de P4 (Sincrogest, Ourofino Agronegécio, Brasil) associado a uma aplicacdo de BE
(Sincrodiol, Ourofino Agronegocio, Brasil).

Foram testadas trés doses de BE, sendo elas: 1 mg, 2 mg e 4 mg nas racas NEL e HPB, em
um delineamento fatorial 2 x 3. Para tanto foram formados seisgrupos experimentais. grupo
BE1-NEL (P4 + 1 mg de BE, n=12), grupo BE1-HPB (P4 + 1 mg de BE, n=11), grupo BE2-
NEL (P4 + 2 mg de BE, n=12), grupo BE2-HPB (P4 + 2 mg de BE, n=11), grupo BE4-NEL (P4 +
4 mg de BE, n=12) e BE4-HPB (P4 + 4 mg de BE, n=11).

O experimento foi realizado em trés repeticdes em um delineamento de quadrado latino, ou
sgja, todas as vacas passaram por todos os tratamentos. O final de cada repeticdo ocorreu apds o
estabelecimento da dominancia folicular da onda sincronizada (9 dias apds o inicio do
tratamento). Nesse momento, o dispositivo de P4 foi retirado e no dia seguinte, iniciou-se a
proxima repeticdo (Figura 2).

Ultrassonografia ovariana transretal foi realizada diariamente, utilizando um transdutor
linear de 7,5 MHz, com o objetivo de detectar a emergéncia da onda folicular. Nesta avaliacéo
foram contados todos os foliculos com didmetro > 2 mm, presentes nos ovarios. As avaliagoes
ultrassonogréficas foram realizadas durante a primeira onda de crescimento folicular iniciada
apos a sincronizagdo (Figura 2). Além disso, amostras de sangue também foram colhidas

diariamente para posteriores dosagens de FSH e E2.
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BE (1, 2 e 4 mq)
+

PGF2a
PGF2a US + Sg — diariamente

dispositivo intravaginal de P4

! ' }

DO D11 D21

T Quadrado latino |

FIGURA 2. Esquema ilustrativo do delineamento experimental.

Dosagens hormonais de FSH foram realizadas no Laboratério de Fisiologia e
Endocrinologia Animal do Departamento de Producédo e Saide Animal, UNESP, Aracatuba, por
meio de Radioimunoensaio validado para FSH bovino usando b-FSH do USDA para iodinagao e
curva-padrdo, e antisoro NIDDK-anti-o FSH (Bolt and Rollins, 1983), com uma sensibilidade de
0,022 ng/mL, CV intra-ensaio de 3,5% e CV inter-ensaio de 8,9%. As dosagens de E2 também
foram realizadas no mesmo laboratdrio por meio da técnica de Radioimunoensaio utilizando-se
kit Estradiol Double Antibody (KE2D1, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles,
CA). Na andlise de E2, as amostras de plasma sofreram extracdo dupla com éter dietilico e o
ensaio foi realizado utilizando-se o kit com modificaces de acordo com Kulick et al. (1999), no
gual o CV intra-ensaio obtido foi de 8,2%.

Foram incluidas na analise estatistica apenas as vacas que tiveram a emergéncia da onda
folicular sincronizada pelo protocolo, ou seja, quando a emergéncia ocorreu entre 1 e 6 dias apds

o tratamento com BE+P4.
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A andlise estatistica da concentracdo plasmatica de FSH, obtida sob medidas repetidas, foi
realizada sob um modelo que incluiu a matriz de correlacdo de melhor gjuste (autorregressiva de
primeira ordem), utilizando a metodologia dos modelos lineares generalizados (Nelder &
Wedderburn 1972) com o procedimento GLIMMIX do SAS (P < 0,05). Consideraram-se 0s
efeitos fixos de periodo, raga, tratamento (1, 2 ou 4 mg de BE), interagdo raga*tratamento, dia e
suas interacbes simples, e como aleatérios os efeitos de vaca e de quadrado latino, sob
distribuicdo normal.

As andlises estatisticas para as variaveis. numero de foliculos, dia do desvio e dia da
emergéncia folicular pés-tratamento foram realizadas utilizando a metodologia dos modelos
lineares generalizados (NELDER & WEDDERBURN 1972) com o procedimento GLIMMIX do
SAS (P < 0,05). Consideraram-se os efeitos fixos de periodo, raca, tratamento (1, 2 ou 4 mg de
BE), interacdo raca*tratamento, dia e suas interagdes simples, e como aleatorios os efeitos de
vaca e de quadrado latino, sob distribuicgo de poisson e funcdo de ligacdo logaritmica. Para as
demais variaveis utilizou-se 0 mesmo model o sob distribuicéo normal.

Os resultadosestéo apresentados como media dos quadrados minimos + EP.

3.1RESULTADOS

Como resposta aos tratamentos, 2,5% (1/39) das vacas NEL ndo tiveram emergéncia da
onda folicular sincronizada, tendo sido esta tratada com 1 mg de BE. Quanto as vacas HPB,
15,1% (5/33) ndo tiveram a emergéncia da onda sincronizada, sendo que trés vacas haviam

recebido 1 mg e as outras duas, 2 ou 4 mg de BE.
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Observou-se efeito dose-dependente do tratamento com BE, independente da raga, nas
seguintes varidvels. dia da emergéncia da onda folicular apos tratamento com BE, didmetro do
foliculo dominante 9 dias ap6s o tratamento com BE, concentrago circulante de E2 24 horas
apos o tratamento com BE, no momento em que o FSH comegou a subir (inicio do pico de FSH)

apos aplicacdo de BE e no momento em que ocorreu o pico de FSH (Tabela 2).
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TABELA 2. Resultados das varidveis (média dos quadrados minimos + EP) que apresentaram
efeito de tratamento, independente da ragca em vacas HPB e Nelore ndo lactantes tratadas com 1,

2 ou 4 mg de benzoato de estradiol.

Tratamento (mg de BE)
P
1 2 4
Emergéncia da onda folicular apds os
30+0,1 33+0,2 38+0,2 0,03

tratamentos; dias

Diametro do maior foliculo 9 dias ap6s
125+0,7 11,3+0,7 10,4+ 0,7 0,09
0s tratamentos; mm

Concentracdo plasmatica de E2, 24h
) 37,3+85 64,7+ 4,3 1089+ 7,0 <0,0001
apos o tratamento com BE; pg/mL

Inicio do pico de FSH apds tratamento
54,6 + 4,3 60,3+ 2,6 68,6 £ 3,5 0,02
com BE; horas

Momento do pico de FSH apds o
839+5,6 89,5+ 338 1042+4,2 0,001
tratamento com BE; horas

No entanto, apesar do efeito dose-dependente do BE no dia da emergéncia da onda
folicular, o momento do desvio folicular em relacdo a emergéncia da onda foi semelhante (P >
0,10), independente de raca e de tratamento. O desvio ocorreu, em média, 3,0 £ 0,2 dias apos a
emergéncia da ondafolicular.

Em relagdo ao perfil do FSH de acordo com as diferentes doses de BE, observou-se uma
interacdo dose/dia. Animais que receberam 1 mg de BE apresentaram maiores concentragdes de

FSH que os animais que receberam 2 e 4 mg 48h apés o tratamento (D2). No D3 (72h apbs o
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tratamento com BE) os animais que receberam 4 mg de BE apresentaram menores concentracoes
circulantes de FSH do que animais que receberam 1 e 2 mg. Além disso, nos animais que
receberam 4 mg de BE os niveis de FSH ainda estavam elevados no D6 (144h apls os

tratamentos) comparados aos animais que receberam 1 mg (Figura 3).

1.2 -
1.15 - -1 mg de BE

11 - =2 mg de BE
1.05 - I 1 4 mg de BE

0.95 - * I 1 1 "f
0.9 1
0.85 i[ : ! T I
0.8 ]
0.75
0.7 - |
0.65 -
0.6

Concentracao plasmatica de FSH
(ng/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias em relacéo ao tratamento com BE

FIGURA 3. Concentragdes plasméticas de FSH durante 9 dias apos o tratamento com 1, 2 ou 4

mg de BE em vacas HPB e Nelore ndo lactantes. Houve interacdo tratamento/dia (* P<0,05).

Algumeas variaveis apresentaram efeito de raca, independente do tratamento. Dentre elas:
numero de foliculos pequenos (2 a 5 mm) presentes nos ovarios no momento da emergéncia da
onda folicular, didmetro do maior foliculo no momento do desvio folicular, taxa de crescimento
(mm/d) do foliculo dominante, concentracdo de E2 24 horas ap0s os tratamentos com BE e

concentracao circulante de FSH no momento do pico (Tabela 3).
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TABELA 3. Resultados das varidveis (média dos quadrados minimos + EP) que apresentaram
efeito de raga, independente do tratamento em vacas HPB e Nelore ndo lactantes tratadas com 1,

2 ou 4 mg de benzoato de estradiol.

HPB NELORE 5
(n=28) (n=38)
Foliculos de 2 a 5 mm no dia da
o 132+27 250+4,4 0,03
emergéncia; n
Didmetro do maior foliculo no momento
. 9,0+ 0,5 73+04 0,02
do desvio; mm
Taxa de crescimento do foliculo
' 1,6+0.1 12+0.1 0,007
dominante, mm/d
Concentragdo plasmética de E2 24h apos
484 +6,8 922+55 0,0001
tratamento com BE; pg/mL
Pico plasmético de FSH ap0s o tratamento
1,3+0,04 1,0+0,04 0,002

com BE; ng/mL

Apesar de a concentragdo plasmatica de E2 24 horas ap0s o tratamento com BE ter sido
mais ata nas vacas NEL que nas HPB (Figura 3), ndo houve efeito de raga quanto ao dia da
emergéncia daondafolicular apos tratamento com BE (P > 0,10).

Em relagdo as concentracdes circulantes de E2 24h apds o tratamento com BE, observou-
se efeito de tratamento e de raca (Figura 4). Além disso, foi observado que a resposta de E2
circulante as diferentes doses de BE foi mais acentuada nas vacas NEL, comparadas as HPB

(Figura4).
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FIGURA 4. Concentragdes plasmaticas de E2 24h apds tratamento com 1, 2 ou 4 mg de BE em

vacas HPB e Nelore ndo lactantes. Houve efeito de raca e de tratamento (P<0,05).

Ao andlisar o perfil de FSH nas duas ragas, independente do tratamento, observou-se uma

interacdo raca/dia. As fémeas da raca HPB apresentaram maiores concentragdes circulantes de

FSH nos dias 3 (72h) e 5 (120h) apds o tratamento com BE comparadas as fémeas da raca NEL

(Figurah).
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FIGURA 5. Concentragdes plasméticas de FSH durante 9 dias apds o tratamento com 1, 2 ou 4

mg de BE em vacas HPB e Nelore ndo lactantes. Houve interacdo raca/dia (* P<0,05).

3.3CONCLUSAO

O momento da emergéncia folicular apds tratamento com BE+P4 foi dose-dependente de
BE tanto para vacas zebuinas quanto taurinas. Além disso, os efeitos de raca encontrados neste
estudo corroboram resultados prévios deste mesmo grupo de pesquisa (BASTOS et d., Acta Sci.

Vet., 38, Supl 2: s776, 2010).



CAPITULO 4

*Experimento 3*

“Intensidade e duracéo do estro em vacas néo
lactante Bosindicus (Nelore) e Bostaurus (Holandés

preto e branco)”



45

RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar o comprimento e a intensidade do estro em vacas Bos
indicus (Nelore; n=13) e Bos taurus (HPB; n=11) n&o lactantes. As vacas foram mantidas em um
mesmo piquete, a fim de permitir uma interacéo entre elas e eram diariamente alimentadas com
uma dieta calculada para manutencdo do peso corpora, de acordo com o NRC (2000). A
composi¢ao da dieta era: 42,8% de bagago de cana, 45,7% de milho moido, 3,2% de farelo de
soja, 1,2% de uréia, 5,7% de melago e 1,4% de sal mineral, totalizando uma dieta com 71% de
matéria seca (MS). A ingestdo de MS por Kg de peso corpora (PC) foi de 1,45%. O escore de
condicéo corporal (ECC) ePC foi de3,5+0,1e3,0+ 0,2 (escdade 1l ab) e549,5+ 14,3 e625,5
+ 20,5 Kg para Nelore e HPB, respectivamente. Todas as fémeas tiveram a emergéncia da onda
folicular sincronizada com ainsercéo de um dispositivo intravagina de progesterona (Sincrogest,
Ourofino Agronegécio, S&o Paulo, Brasil), 2 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ourofino
Agronegocio, Sao Paulo, Brasil) e 0,150 mg de PGF2a. (Sincrocio, Ourofino Agronegdcio, Sao
Paulo, Brasil). Dez dias ap6s o inicio do protocolo, o Sincrogest foi removido e outro tratamento
com 0,150 mg de PGF2a foi realizado. A partir deste momento, foi realizada deteccéo visua do
estro, durante 24 horas por dias, durante 5 dias. O nimero de vacas que efetuaram montas e o
nimero de vacas que se deixaram montar foi registrado, assim como o momento (horério) de
cada evento. Para confirmar a ovulacéo, foi realizado exame ultrassonogréfico entre osdias5e 7
apos a deteccdo do estro. Os dados foram analisados pelo teste T-Student e pelo teste exato de
Fisher ou Qui-quadrado e os dados estédo apresentados na forma de média £+ EPM ou
porcentagem. Dez de 13 (76,9%) e 11 de 11 (100%) das vacas Nelore e HPB, respectivamente,
foram detectadas em estro e ovularam (P>0,10). Em média, vacas HPB comegaram a demonstrar
0 comportamento de estro mais cedo que as vacas Nelore, apos a remocao do implante de P4
(40,4 £ 2,9 vs 47,7 £ 28 h; P=0,09). Ndo houve diferenca naintensidade e duracéo do estro entre
vacas Bos taurus e Bos indicus. O comprimento do estro foi de 14,7 £ 1,0h (variando de 8,3 a
19h) em HPB e de 12,4 + 0,8h (variando de 8,6 a 17,13h) em Nelore (P>0,10). Além disso, o
nimero médio de vezes que as vacas aceitaram monta foi de 32,2 + 6,1 € 36,3 + 5,3 paraHPB e
Nelore, respectivamente (P>0,10). Somente 9,1% das montas aceitas pelas vacas Nelore foi
realizada pelas vacas HPB e somente 3,8% das montas aceitas por vacas HPB em cio foram
realizadas por vacas Nelore (P<0,05). Com base nestes resultados, pode-se concluir que vacas
Bos indicus e Bos taurus mangjadas sob as mesmas condi¢des nutricionais € mesmo ambiente,
exibem estro com a mesma intensidade e duracdo. No entanto, houve apenas uma peguena
interacdo durante o estro entre as ragas Nelore e HPB, mostrando que existe um padréo de

segregacéo racial.
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4.1 OBJETIVO

Comparar a duragéo e intensidade do estro em vacas nédo lactantes Bos indicus (Nelore
[NEL]) versus Bos taurus (Holandés Preto e Branco [HPB]), mantidas sob as mesmas condig¢des

climéticas e nutricionais.

42 MATERIAL E METODOS

Todas as vacas (NEL e HPB) foram mantidas em um anico piquete (Figura 6), a fim de
permitir uma interacdo entre as diferentes racas. A aimentacdo foi fornecida diariamente e
baseada em uma dieta de mantenca de acordo com o NRC (2000). A dieta era composta de
42,8% de bagaco de cana, 45,7% de milho moido, 3,2% de farelo de soja, 1,2% de uréia, 5,7%
de melaco, 1,4% de sa mineral, totalizando 71% de matéria seca (MS) na dieta. A ingestéo de
MS por Kg de peso corporal (PC) foi de 1,45%. O escore de condicéo corporal e PC foram 3,5
0,1e30+0,2 (escadladel ab) e549,5 + 14,3 e 6255 + 20,5 kg para vacas NEL e HPB,

respectivamente.
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FIGURA 6. Vacas das ragcas NEL e HPB ndo lactantes mantidas no mesmo piquete para
observac&o de estro.

Todas as fémeas tiveram a emergéncia da onda sincronizada com um dispositivo
intravagina de P4 (Sincrogest, Ourofino Agronegécio, S&o Paulo, Brasil), 2mg de benzoato de
estradiol (Sincrodiol, Ourofino, i.m.) e 0,526 mg de PGF2a (Sincrocio, Ourofino; i.m.). Dez dias
apos o inicio do protocolo, o dispositivo intravagina foi removido e outro tratamento com 0,526

mg de PGF2a (Sincrocio, Ourofino; i.m.) foi realizado (Figura 7).
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FIGURA 7. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o protocolo de

sincronizagdo e observacdo do cio, o momento do exame ultrassonogréfico.

Apoés a retirada do dispositivo, a manifestacdo de estro foi monitorada por continua
observacdo durante 24 h por d, por um periodo de 5 d. O nimero das vacas que realizavam a
monta e também das que aceitavam a monta foi registrado em cada um dos eventos ocorridos,
bem como o horério em que cada evento ocorria. Para confirmar a ovulagdo, foi realizado um
exame ultrassonografico 5 a 7 d apds a detecgdo do estro.

Os dados foram analisados pelo teste-T de Student e pelo teste exato de Fisher ou pelo Chi-

quadrado. Os dados est&o apresentados no formato de média + EP ou porcentagem.

4.3 RESULTADOS

Dez de 13 e 11 de 11 vacas NEL e HPB, respectivamente, foram detectadas em estro e
ovularam. Em média, vacas HPB iniciaram 0 estro mais cedo que as vacas NEL apds a retirada

do dispositivo de P4 (Tabela 4).
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N&o houve diferenca na intensidade e duragcdo do estro entre vacas Bos taurus e Bos
indicus (Tabela 4). A intensidade do estro foi baseada no nimero meédio de vezes que cada vaca
aceitou monta.

Somente 9,1% das montas aceitas pelas vacas NEL foram realizadas pelas vacas HPB e

somente 3,8% das montas aceitas pelas vacas HPB foram realizadas por vacas NEL (P < 0,05).

TABELA 4. Resultados (porcentagem ou média + EP) das observacbes do estro e da

confirmagdo da ovulag&o de vacas ndo lactantes das racas NEL e HPB.

Bosindicus Bos taurus
(NEL) (HPB)

Vacas em estro (estro + ovulacdo); % 76,9 (10/13) 100,0 (11/112) >0,10
Intervalo entre a retirada do CIDR e o

40,4+29 477+28 0,09
estro; h

12,4+ 0,8 147+10
Duragdo do estro; h >0,10

(8,6al17,1) (8,3a19,0)
NUmero médio de aceitesdemontas; n 32,2+ 6,1 36,3+5.3 >0,10

4.4 CONCLUSAO

Foi demonstrado que em condicBes climéticas e nutricionais similares, vacas NEL e HPB
manifestaram estro com a mesma intensidade e duragcdo. No entanto, houve apenas uma peguena
interac@o entre vacas NEL e HPB durante o periodo de estro, mostrando que, existiu um padréo
de segregacédo racial, que pode ter sido devido a falta de convivio entre os animais de cada raca

previamente ao periodo experimental .
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CAPITULOS5

*EXxperimento 4*

“Influéncia da alta e baixa ingestao alimentar na
funcao ovariana em Bostaurusindicus e Bos taurus

taurus’
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RESUMO

A funcdo ovariana e as concentragdes circulantes dos horménios reprodutivos foram comparadas
em vacas Bos taurus e Bos indicus sob as mesmas condicdes climéticas, porém com diferentes
manejos nutricionais. Vacas secas das racas Nelore (n=12) e Holandés Preto e Branco (HPB;
n=12) foram mantidas em baias individuais, recebendo dieta de alta e baixa ingestéo de acordo
com o NRC (2000). Os animais que estavam submetidos a uma dieta de alta ingest&o, receberam
180% da dieta de manutenc&o e os animais que estavam sob restricdo alimentar receberam 70%
da dieta de manutencdo. Apos 21 dias de adaptacdo, o estro foi sincronizado e os animais
monitorados diariamente, duas vezes ao dia, durante a primeira onda de crescimento folicular,
através de ultrassonografia ovariana, usando um transdutor linear de 7,5 MHz. Amostras de
sangue foram col hidas duas vezes ao dia para dosagens hormonais. Além disso, os animais foram
cateterizados a fim de mensurar a concentracdo de P4 na veia cava cauda previamente a
passagem pelo figado, simultaneamente as coletas de sangue do cateter, também eram col etadas
amostras da veia jugular, a fim de possibilitar uma comparagdo entre as concentragdes de P4
antes e apos a passagem pelo figado. Como informagdes adicionais, também foram realizadas
bidpsias de CL para futuras avaliagdes da expressdo de genes relacionados a producéo de P4 e o
fluido folicular do foliculo dominante foi aspirado para dosagem de E2. Os resultados foram
andisados pelo procedimento Mixed do SAS (P<0,05) e apresentados como média dos
guadrados minimos + EP. N&o houve interacdo raca/tratamento em nenhuma das varidveis
analisadas neste experimento. Portanto, os dados foram agrupados dentro de raca e dentro de
tratamento. Ganho médio de peso durante todo o periodo experimental (Peso Final — Peso
Inicial) apresentou efeito apenas de tratamento, sendo que as vacas que estavam recebendo dieta
de alta ingestdo ganharam em média 41,6 £ 2,2 Kg e as vacas que receberam dieta de baixa
ingestéo perderam, em media, 28,5 +2,4 Kg, independente da raca. Foram observadas diferencas
substanciais quanto ao nimero de foliculos antrais entre Nelore e HPB. A emergéncia daonda, o
numero de foliculos de 2 a 5 mm presentes nos ovarios foi de 27,2+4,4 para Nelore e 11,6+2,04
paraHPB. O desvio folicular ocorreu, em media, 2,7 dias apds a ovulagdo, independente de raca,
guando o maior foliculo atingiu 7,3+0,2 e 8,2+t0,2 mm de diametro em Nelore e HPB,
respectivamente. O didmetro méaximo do foliculo ovulatério (15,3+0,8 vs 13,6+0,8 mm), assim
como o volume do CL (5050+558 vs 3205+596 mm°), foram maiores em taurinos que em
zebuinos. Entretanto, as concentraces plasméticas de progesterona no D7 (3,0+0,2 vs 2,1+0,3
ng/mL) do ciclo estral e o pico pré-ovulatério de estradiol (16,1+1,1 vs 12,5+1,2 pg/mL), foram
maiores em fémeas zebuinas que em taurinas. Além disso, as concentragOes plasmaticas pré-
prandiais de insulina foram superiores na raca Nelore do que nas HPB, tanto na fase estrogénica
(7,8+£1,3 vs 2,8+1,4 nUl/mL) quanto na fase progesteronica (7,6+1,3 vs 2,2+0,6 pUl/mL). Em
relacdo ao efeito de tratamento, o fornecimento de dietas de ata ou baixa ingestdo exerceu
influéncia no didmetro do foliculo ovulatério (15,1+1 vs 13,8+1), no volume |uted
(4619,4+493,4 vs 3636+491), no dia do desvio folicular apds a ovulagédo (2,9+0,1 vs 2,5+0,2 d),
no didmetro do maior foliculo no momento do desvio (8,1+0,2 vs 7,4+0,2 mm) nos animais que
receberam dieta de alta ingestdo ou restricdo, respectivamente. Também exerceu influéncia ns
concentragdes plasmaticas de P4 no Dia 7 do ciclo estral (2,3+0,2 vs 3,1+0,2 ng/mL), nas
concentragdes plasmaticas de insulina nas fases estrogénica (6,9+1,3 vs 3,7+1,4 uUl/mL) e
progesteronica (7,1+1,9 vs 1,8+2,0 uUl/mL) e no pico pré-ovulatorio de E2 (12,6+1,0 vs
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16,0+£1,0 pg/mL) para animais com ata e baixa ingestdo, respectivamente. No entanto, diferentes
niveis de ingestdo alimentar ndo mostraram efeito no nimero de foliculos de 2 a5 mm presentes
nos ovarios no momento da emergéncia da onda folicular. Os dados da producéo e metabolismo
dos hormanios esterdides seréo apenas descritivos, pois ainda séo inconclusivos. Conclui-se que
existem diferencas significativas na fisiologia reprodutiva entre ragas taurinas (HPB) e zebuinas
(Nelore). Além disso, mostrou-se que o nivel de ingestédo alimentar pode aterar a fisiologia
reprodutiva, independente daraca

5.1 0OBJETIVO

Comparar as concentragtes circulantes de hormdnios esterdides e metabdlicos em vacas
Bos indicus (Nelore [NEL]) versus Bos taurus (Holandés Preto e Branco [HPB]) submetidas a
dietas de alta e baixa ingestdo de matéria seca, além de avaliar aspectos relacionados a fungdo

ovariana nos diferentes grupos experimentais.

52MATERIAL E METODOS

5.2.1 Animais

Durante 0 experimento foram utilizadas 12 vacas Nelore (Bos indicus) e 12 vacas Holandesas
(Bos taurus) néo lactantes com condicdo, peso corpord e idade (3 a 8 anos) semelhantes. As vacas
foram aojadas em baias individuais com acesso a dieta controlada, dém de &gua e sd minerd a
vontade.

A judtificativa de se usar vacas a0 invés de novilhas basdase no fato de que novilhas
gpresentam uma maior exigéncia nutriciona por ainda estarem em fase de crescimento. Outro aspecto
importante é que, em gera, as fémeas taurinas aingem puberdade mais cedo do que as zebuinas. Desta

forma, foram comparados animais de diferentes idades ou diferentes pesos corporais.
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5.2.2 Dietas tratamento

Todos os animais passaram por um periodo de adaptacdo a uma dieta de manutencéo
durante 14 dias, que consistiu de uma racdo total com 40% de bagaco de cana, 47,1% de milho
moido, 4,0% de farelo de soja, 1,9% de sal mineral, 1,3% de uréia e 6,0% de melago, de acordo
com o NRC, totalizando 71% de MS na dieta total. Para a dieta de manutencdo destes animais,
utilizou-se uma ingestdo em MS por kg de PC de 1,37% para NEL e 1,54% para HPB. Ap0s o
periodo de adaptacdo, as vacas foram divididas, aleatoriamente, em dois grupos experimentais,
recebendo volumes de dietas equivalentes a 180% (alta ingest&o) ou 70% (baixa ingestédo) em
relacdo & manutencdo similar ao usado por Mollo et a. (2007a,b) e Martins et a. (2008) e
mantidas em sistema de confinamento. As dietas (manutencéo, restricdo ou ata ingestéo) foram
oferecidas durante todo o periodo experimental de aproximadamente 120 dias. Dentro desse
periodo de 120 dias, estdo incluidos os 14 dias de dieta de adaptacdo, seguidos de 30 dias de
dieta tratamento para cada uma das duas réplicas. Entre as duas réplicas houve um periodo de
descanso de 30 dias, durante o qual, os animais receberam apenas dieta para manutencéo do peso
corporal, afim de eliminar o efeito residua da dieta tratamento oferecida na réplica anterior. Ao
final desse periodo de descanso de 30 dias os tratamentos nutricionais foram invertidos e o
experimento repetido em um model o cross-over.

Para certificacdo daingestéo desgjada, o peso corporal e escore de condi¢do corporal foram
avaiados semanamente e a dieta gjustada de acordo com o peso dos animais. Além disso,

diariamente a sobra do cocho foi pesada a fim de mensurar 0 consumo.



5.2.3 Sincronizacao e observacao de estro

Simultaneamente ao inicio do fornecimento das dietas experimentais, as vacas tiveram o
ciclo estral sincronizado com uso de hormonios, sendo, no Dia 0 do protocolo, foi feita aplicacéo
de GnRH (10ug de Buserelina, Sincroforte, Ourofino Agronegécio), no Dia 7 foi realizada uma
segunda aplicacdo de GnRH (10ug de Buserelina, Sincroforte, Ourofino Agronegocio) e nos
Dias 6 e 7, ap0s a segunda dose de GnRH, foi aplicada PGF2c. (500 pg de cloprostenol sodico,
Sincrocio, Ourofino Agronegdcio). Em seguida, avaliagdes ultrassonogréficas foram realizadas

para confirmagéo da ovul agéo.

5.2.4 Ultrassonografia ovariana e colheita de sangue

Exames ultrassonogréficos ovarianos utilizando-se uma probe linear de 7,5 MHz e colheitas de
sangue foram redizados umavez ao dia, iniciando no dia da aplicacéo da PGF2o. até a ovul acao.

No diaem que aovulagéo foi confirmada, 0s exames ultrassonogréficos e as col heitas de sangue
foram redlizados duas vezes ao dia, durante 6 dias a partir do diaem que aovulacéo foi confirmada. Os
exames ultrassonogréficos foram redlizados para comparar o didmetro do foliculo ovulatorio gpds o
estro, e para detectar 0 momento do desvio folicular e o didmetro do maior foliculo no momento do
desvio. Assm como, comparar o volume luted entre os grupos, durante aprimeiraondado ciclo estrdl.
Com iss0, houve a possibilidade de comparacéo entre ragas e niveis nutricionais de diversas variavels,
dentre das, a selecéo do foliculo dominante. O plasma colhido foi congelado a -20°C para avaiagio

das concentractes plasméti cas de progesterona, estradiol einsulina (RIE).
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5.2.5 Avaliacéo da producéo ovariana de progesterona e estradiol

Procurou-se avaliar a producdo ovariana de P4 e E2 pormeio de uma técnica adaptada pela
nossa equipe. Com base no trabalho desenvolvido por Benoit e Dailey (1991), no qua foi
realizada cateterizag8o da veia cava caudal, via veia safena lateral. Os autrores concluiram que
um cateter com 90 cm de comprimento € suficiente para tal avaliacdo. Na primeira repeticéo
deste trabaho, foi feita uma adaptacdo da técnica a fim de possibilitar tal procedimento nos
animais daraca Nelore. Para tanto, o cateter foi inserido via veia caudal média. Foi utilizado um
catéter (BIOCAT, Cateter para Acesso Venoso Central Uni Lumen, 16ga x 60cm, Agulha 14ga,
Biomedical, S&o Paulo, Brasil; a escolha deste cateter com 60 cm de comprimento foi devido ao
fato de este ser o cateter mais longo disponivel no mercado nacional e, além disso, acreditava-se
gue o cateter com 60 cm seria suficiente para alcancar a veia cava cauda na atura da veia
ovariana), o qual foi inserido nos animais no Dia 6 do ciclo, apos ovulagdo. No entanto, com o0s
resultados da primeira repeticdo em maos, vimos que o cateter de 60 cm néo foi suficiente para
atingir o local desgjado. A técnica adaptada de cateterizac8o da veia cava caudal foi estabelecida,
porém o cateter utilizado ndo foi longo o suficiente para alcancar avela cava caudal na alturaem
gue a veia ovariana desemboca. Nas dosagens hormonais, as concentracbes de esterdides
presentes no sangue coletado do cateter foram similares as do sangue coletado na veiajugular.

Portanto, na segunda repeticéo, utilizamos um cateter mais longo (130 cm), o qual foi
montado pela nossa equipe. Utilizamos tubos de pléstico transparente (Parker® - Atlantic tubin,
Cleveland, OH - EUA, TFT 16-NT com 1,3 mm de didmetro interno, a expessura da parede é de
0,3 mm e o didmetro externo de 1,6mm), agulhas (40X12) e uma tampa de sonda uretral foram

adaptadas na extremidade externa parafechar o catéter, todos estes estéreis.
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No entanto, além da alteracdo do tipo do cateter utilizado, foi necessario aterar a técnica
de cateterizagdo. Quando a segunda repeticdo foi inciada, o local da veia caudal média, onde o
catéter precisava ser inserido ainda ndo estava totalmente cicatrizado, o que dificultou a
localizag&o da veia caudal e a passagem do catéter. Diante destas dificuldades, decidiu-se utilizar
atécnicadescrita por Benoit e Dailey (1991), ou sga, o catéter foi inserido via veia safena lateral
(Figura 8). Nesta fase do experimento as vacas Nelores ja estavam adaptadas ao manejo diario,
0 que facilitou a cateterizagdo da veia safena das mesmeas.

Abaixo estédo algumas fotos (Figura 8) mostrando como foi realizada a cateterizacdo. Na
grande maioria dos animais a cateterizacéo foi realizada com os animais em estacdo, contidos em
um brete de contencéo e o membro posterior no qual o catater foi colocado também foi contido.
Realizou-se tricotomia e antissepsia do local, anestesialocal com lidocaina sem vasoconstritor e
insercdo do cateter, sem dissecagdo daveia. Apods visualizagdo do vaso, uma agulha com calibre
superior ao do cateter era inserida na veia e o catéter passado por ela. Os tubos (cateter) eram
cortados com 150 cm de comprimento, embalados individua mente e autoclavados. Apenas 130
cm eram inseridos nos animais, os 20 cm restantes eram aocados dentro de uma bolsa plastica
presa a0 membro do animal, a fim de proteger o cateter e facilitar o0 manejo nos momentos das
colheitas de sangue.

Apés insercdo do catéter, utilizavase solugdo heparinizada (solucdo fisiologica com
heparinaa 10 Ul/mL), 5 mL por cateter, 0 mesmo erafechado e fixado com fio de sutura (Nylon
0.6) e protegido por uma bolsa plastica. Apos fixar a bolsa plastica no membro do animd,

protegia-se 0 local com 2 ataduras, afim de evitar contaminacéo do local.
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Apenas nos animais mais agitados, a cateterizagdo foi realizada com os animais em
decubito lateral, nos demais a cateterizacéo foi realizada com os animeis em estacdo, contido em

brete de contencéo (Figura 8).

IR -
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FIGURA 8. Fotosilustrativas da cateterizacdo da veia safena lateral .

Amostras de sangue do catéter foram colhidas no dia 6 e 7 do ciclo estral, duas vezes ao
dia, simultaneamente foram colhidas amostras de sangue da veia jugular, para possibiltar a
comparacdo das concentracdes circulantes de P4. Além disso, tentou-se realizar a mensuragéo do
fluxo sanguineo da veia cava caudal, logo apos a regido onde desemboca a veia ovariana, por
meio de Doppler.

No Dia 7, imediatamente ap0s as colheitas de sangue do catéter foi feita uma aplicacdo de
PGF20. (500 pg de cloprostenol sodico, Sincrocio, Ourofino Agronegdcio) e amostras de sangue
continuaram sendo colhidas do catéter e da jugular até a confirmacdo da ovulagdo, a fim de
coletar dados durante o periodo de lutedlise e a producéo de estradiol no periodo pré ovulatério.
As colheitas de sangue do cateter eram realizadas da seguinte forma:

Passo 1. Retirada da atadura e exposi¢éo do cateter.

Passo 2: Os primeiros 10 mL de sangue eram descartados, a fim de evitar sangue diluido

em solucéo heparinizada presente no catéter.
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Passo 3: Coletava-se outros 10 mL de sangue e eram colocados em tudos heparinizados e
mantidos resfriados para posterior centrifugacéo e armazenamento do plasma.

Passo 4: 5 mL de solucéo heparinizada eram inseridos no cateter e 0 mesmo fechado e
protegido com a atadura novamente.

Como andlises adicionais ao proposto no projeto inicial, apés a confirmagdo da ovulagdo, o
catater foi retirado e as vacas permaneceram nas dietas experimentais por mais um periodo. No
Dia 7 do ciclo estral (referente a esta ovulacéo subsequente), todos os animais foram submetidos
a biopsias de CL guiadas por ultrassonografia, por via trans-vaginal utilizando agulha Tru-Cut
[Single Action Biopsy Device, 16g (1,6mm) x 48cm, 20mm Throw, 15mm Notch, Trocar Tip,
USBiopsy, Franklin IN, EUA]. Foram coletados fragmentos de CL para posteriores anaises da
expressdo de genes relacionados a esteroidogénese e fragmentos para posterior mensuracéo da
guantidade de P4 por grama de tecido luteal de acordo com a técnica descrita por Schmitt et al.
(1996) .

Apds o término das biopsias foi feita uma aplicagdo de PGF2o (500 pg de cloprostenol
sodico, Sincrocio, Ourofino Agronegocio). No dia seguinte a PGF2a. os animais foram
agrupados em um Unico piquete para que fosse possivel a observacdo do estro. A partir desse
momento todos os animais passaram a receber dieta de manutencéo e o estro foi observado por
1,5 hora, 4 vezes ao dia (obedecendo os seguintes horarios: das 6 as 7:30h, 12 as 13:30h, 18 as
19:30h e 0 a 1:30h). No momento em que o estro era detectado, as fémeas eram, i mediatamente,
levadas ao tronco de contengdo, e o foliculo pré-ovulatédrio foi mensurado, seu contetdo foi
aspirado através de puncdo folicular guiada por ultrassonografia, com agulha descartavel 189
(WTA, Cravinhos, SP, Brasil) e o fluido folicular congelado em eppendorfs para afericdo das

concentragdes de estradiol pelatécnica de radioimunoensaio.
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Previamente a ambos os procedimentos, aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia e
bidpsia do CL guiada por ultrassonografia, as fémeas eram contidas no brete de contencéo, era
realizada anti-sepsia da regido e anestesia peridural com lidocaina a 2% (5 mL de Lidocaina 2%;
Anestésico L — Pearson, Eurofarma).

Os fragmentos de CL (2 fragmentos por animal) ainda estdo armazenados para futuras
dosagens de P4 por grama de tecido luteal e expressdo de genes relacionados a esteroi dogénese.
Infelizmente, ndo foi possivel avaliar as concetracbes de P4 durante a lutedlise e as
concentragdes de E2 no momento pré-ovulatério na veia cava caudal. Alguns animais ndo
ovularam e em outros ndo foi possivel manter o cateter por muito tempo. Dessa forma, 0 nimero
de dados colhidos nestes momentos n&o foi suficiente para permitir algum tipo de analise.

Nas avaliagbes das concentragdes de E2 no fluido folicular, o nimero de vacas HPB é
superior a0 numero de animais utilizados no experimento. 1sso se deve ao fato de que algumas
vacas ndo ovularam na sincronizagdo incid e por esse motivo ndo foram incluidas no
experimento. Mas na Ultima etapa, essas fémeas também receberam PGF20. e as que
manifestaram cio, tiveram o fluido folicular aspirado. Portanto 0 nimero de HPB nesta avaliacéo
€ de 17 e ndo apenas 12 como nas demais variavels.

As avaiacbes das concentracOes plasmaticas de insulina, P4 e E2 foram realizadas por
meio de Radioimunoensaio no Laboratério de Endocrinologia Animal do Departamento de
RARV da FMVZ, UNESP, utilizando-se kits comerciais (Insulina: TKIN5, P4: TKPG5, Count-
A-Count, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA) conforme normas do
fabricante, sendo os CVs intra-ensaio de 3,5% e 4,5%, para insulina e P4, respectivamente. As
dosagens de E2 foram realizadas utilizando-se kit Estradiol Double Antibody (KE2D1, Siemens

Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA). Nesta andlise de E2, as amostras de plasma
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sofreram extragdo dupla com éter dietilico e o ensaio foi realizado utilizando-se o kit com
modificagdes de acordo com Kulick et al. (1999) , no qual o CV intra-ensaio obtido foi de 7,4%.
Para andlise de E2 do FF foi realizada diluic&o de 1:200 de forma que a concentrag@o de E2 do
FF se encaixasse dentro da curva padrdo utilizada no ensaio.

A andlise edtatistica para a variavel nUmero de foliculos antrais pequenos no momento da
emergéncia da onda foi realizada sob a metodol ogia dos modelos lineares generalizados (Nelder
& Wedderburn 1972) com o procedimento GLIMMIX do SAS (P < 0,05). Consideraram-se 0s
efeitos fixos de periodo, raca, dieta e interagdo raca* dieta, e como aleatorios os efeitos de vaca e
de grupo (PC), sob distribuicdo de poisson e funcdo de ligacdo logaritmica. Para as demais

variaveis utilizou-se 0 mesmo model o sob distribuicdo normal.

5.3RESULTADOS

Osanimaisiniciaram o experimento com ECCigud a35+0,1e3,0+ 0,2 (escdadel ab) eo
PC igua a532,62 £39,2 e 624,03 + 39.7 kg, para Nelore e HPB, respectivamente. As fémeas chegaram
a0 find do experimento com ECCigud a36+02e32+03eo0PCigua a631,3+409e5393
40,5 para Nelore e HPB, respectivamente. As vacas daraca Ndore chegaram ao fina do experimento
com PCigua a562,2 + 40,5 e 516,5 * 40,5 para dta ingestéo e restricdo dimentar, respectivamente.
As vacas HPB chegaram ao find do experimento com PC igua a661,7 + 41,0 e 600,8 + 41,1 para dta
ingestdo dimentar e restricdo dimentar, respectivamente (Figura 9). Independente da raca, o ganho
médio de peso durante todo o periodo experimentd (Peso Final — Peso Inicial) apresentou efeito

apenas de tratamento, sendo gue as vacas que estavam recebendo dieta de altaingestdo ganharam
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em média4l,5 + 2,1 Kg e as vacas que receberam dieta de baixa ingestdo perderam, em média,

28,53 +2,42 Kg, independente daraca.
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400

—o— HPB altaingestéo
HPB baixaingestéo
= NEL altaingestdo

=>e=NEL baixaingestdo

Peso Inicial

Peso Final

FIGURA 9. Peso corpora (kg) dos animais das racas HPB e Nelore, submetidos a dietas

de alta e baixaingestdo aimentar, durante todo o periodo experimental.

N& houve interagdo racaltratamento em nenhuma das varidveis analisadas neste

experimento. Portanto, os dados foram agrupados dentro de raga, independente do tratamento.

Da mesma forma, foram agrupados dentro de tratamento, independente da raga. A fim de

mostrar, separadamente, efeito de raca e efeito de tratamento.

Foi observado efeito de raca no nimero de foliculos de 2 a5 mm presentes nos ovarios

no momento da emergéncia da onda folicular, no diametro do maior foliculo no momento do

desvio, no didmetro do foliculo ovulatério, no volume luteal, nas concentracfes plasmaticas de

insulina nas fases estrogénica e progesteronica, nas concentragdes de P4 no dia7 do ciclo estral e
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no pico pré-ovulatério de E2 (Tabela 5). O dia do desvio apds ovulacdo ndo apresentou efeito de
raca (Tabelab).
TABELA 5. Média dos quadrados minimos + EP das varidveis analisadas neste experimento

considerando apenas o efeito daraca.

HPB NEL
(n=20) (n=24)
Diametro do foliculo ovulatério apés aplicacdo de
_ _ pos® ca(; 14,2+0,5 12,9+0,5 0,01
PGF2a. do protocolo de sincronizagdo de cio; mm
Volumedo CL; mm® 5245,01+321 3866+301,55 0,0065

Diametro do foliculo ovulatério subsequente; mm 15,3+0,84 13,6+0,83 0,007

Volume do CL subsequente; mm® 5050,2+558,4 3205,08+596,5 0,03
NuUmero de foliculos na emergéncia; n 11,6+2,04 27,2+4.4 0,0007
Diado desvio, apds aovulacéo; d 2,8+0,2 2,7+0,2 0,6

Diametro do maior foliculo no momento do desvio;

8,2+0,2 7,32+0,2 0,02

mm
Concentracéo plamética de insulina nafase

_ 2,83t1,4 7,8+1,3 0,004
estrogénica; pUIl/mL
Concentracdo plasmética de insulina na fase

_ 1,3+2,0 7,6£1,9 0,0007

progesteronica; pUIl/mL
Concentracdo plasmética de progesterona; ng/mL 2,1+0,3 3,0+0,26 0,008

Pico pré-ovulatério plasmético de E2; pg/mL 12,5+1,2 16,1+1,1 0,04




Em relacéo ao efeito de tratamento, o fornecimento de dietas de alta ou baixa ingestéo
exerceu influéncia no didmetro do foliculo ovulatério, no volume luteal, no dia do desvio
folicular ap6s a ovulagdo, no didmetro do maior foliculo no momento do desvio, nas
concentragdes plasmaticas de P4 no Dia 7 do ciclo estral, nas concentragdes plasmaticas de
insulina nas fases estrogénica e progesterénica e no pico pré-ovulatério de E2 (Tabela 6).

Diferentes niveis de ingestdo alimentar ndo mostrou efeito no nimero de foliculos de 2 a

5 mm presentes nos ovarios no momento da emergéncia daondafolicular (Tabela 6).
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TABELA 6. Média dos quadrados minimos + EPM das varidveis analisadas neste experimento

considerando apenas o efeito do tratamento.

Altalngestdo  Baixalngestéo
(n=22) (n=22)
Diametro do foliculo ovulatério apos aplicacdo de
_ _ poS® _ 14,6+0,45 12,5+0,45 <0,0001
PGF2a do protocolo de sincronizagdo de cio; mm
Volumedo CL; mm® 5146,74287,5  3964,2+306,0 0,0094

Diametro do foliculo ovulatério subsequente; mm 15,08+0,8

Volume do CL subsequente; mm?® 4619,4+493,8
Numero de foliculos naemergéncia; n 16,6+2,2
Diado desvio, apos aovulacéo; d 2,9+0,17

Didmetro do maior foliculo no momento do

, 8,1+0,2
desvio; mm
Concentragdo plasmatica de insulina na fase
. 6,9+1,3
estrogénica; pUl/mL
Concentragdo plasmatica de insulina na fase
. 7,1£19
progesteronica; uUI/mL
Concentracdo plasmética de progesterona; ng/mL 2,3+0,2

Pico pré-ovulatorio plasmético de E2; ng/mL 12,6+1,0

13,8+0,8 0,004

3635,8+491,0 0,09

18,9+2,6 0,12
2,5+0,2 0,039
7,4+0,2 0,02

3,7+1,44 0,04
1,8+2,0 0,003
3,1+0,2 0,013
16,0+1,0 0,01
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Quanto as comparacdes entre as concentracdes circulantes de P4 no cateter e na jugular,
pode-se observar apenas um efeito de raga (Tabela 7 e 8). Os dados das dosagens hormonais da
primeira repeticdo foram excluidos do experimento, visto que o cateter ndo foi longo o suficiente
para ultrapassar o local onde o sangue oriundo do ovario desemboca na veia cava caudal.
Portanto, nestes resultados estao presentes apenas 0s dados da segunda repeticdo. Além disso, em
alguns animais a cateterizagdo ndo foi bem sucedida, por esse motivo, 0 nimero de observacdes
utilizadas nestas varidveis é inferior as demais variaveis observadas.

TABELA 7. Média+ EP das concentragBes plasméticas de P4 no cateter e najugular no dia 7 do
ciclo estral em HPB e Nelore, independente do tratamento. Nesta tabela estéo apenas os dados

dos animais nos quais foi possivel a cateterizacdo da veia cava caudal .

HPB NEL
(n=9) (n=6)
Concentracdo plasmética P4 naveia Jugular no
aeop J 19+03%°  30+0482 0,04

D7; ng/mL

Concentragdo plasmatica de P4 na veia Cava

42+06M  66+06"? 0,014
Caudal no D7; ng/mL

Diferenca na concentracdo de P4 (Catéter vs
45,24 45,45
Jugular); %

P 0,002 0,0006

*Letras mailsculas mostram diferencas entre as colunas. Letras minUsculas mostram

diferencas entre as linhas.
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TABELA 8. Média + EP das concentragdes plasméticas de P4 no cateter e najugular no dia7 do
ciclo estral nas fémeas que receberam dietas de alta ou baixa ingestéo aimentar, independente da
raca. Nesta tabela estdo apenas os dados dos animais nos quais foi possivel a cateterizagdo da

velacava caudal.

Altalngestdo Baixalngestéo
(n=8) (n=7)

Concentracdo plasmatica de P4 na veia Jugular

23+0,3%2 2,9+0,4582 0,18
no D7; ng/mL

Concentragdo plasmética de P4 na veia Cava A A
50+0,6™ 54+0,8" 0,34
Cauda no D7; ng/mL

Diferenga na concentracdo de P4 (Catéter vs

46,00 53,70
Jugular); %

P 0,001 0,03

*Letras maiGsculas mostram diferencas entre as colunas. Letras minUsculas mostram

diferencas entre as linhas.

Quanto as dosagens de E2 no fluido folicular, tais dosagens foram redizadas , mas ndo
foram observados efeitos de raca e de tratamento (Tabela 9 e 10). Porém muitas vacas Nelores
ovularam sem manifestar cio ou ndo manisfetaram cio e ndo ovularam, o que impossibilitou a
colheita do FF destes animais, uma vez que a aspiracdo do FF foi realizada no momento em que
0 animal iniciava o comportamento de cio. Estes dados séo, na grande maioria, apenas das vacas
HPB. Por este motivo, os dados do FF estdo sendo apresentados neste relatério apenas em carater

descritivo.
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TABELA 9. Média + EP das concentracfes de E2 presentes no fluido folicular (FF) do foliculo

pré-ovulatorio de vacas das racas HPB e Nelore, independente do tratamento.

HPB NEL
(n=17) (n=5)
Concentracgdo de E2 no fluido folicular do
58,4+55 58,2+ 10,5 0,98

foliculo pré-ovulatério; ng/mL

TABELA 10. Média + EP das concentractes de E2 presentes no fluido folicular (FF) do foliculo
pré-ovulatério de vacas HPB submetidas a dietas com alta e baixa ingestéo alimentar e de vacas

Nelore submetidas apenas a dietas com altaingesto.

Altalngestéo Baixa Ingestéo

(n=15) (n=7)
Concentracdo de E2 no fluido folicular do
) ) . 54,0+ 6,4 62,8+ 8,8 0,41
foliculo pré-ovulatorio de vacas HPB; ng/mL
Concentracdo de E2 no fluido folicular do
foliculo pré-ovulatorio de vacas Nelore; 58,2+ 10,5 - -

pg/mL

As colheitas de sangue realizadas do dia 7 em diante (apos PGF2a. até a ovulagédo) também
ficaram comprometidas, devido ao fato de algumas vacas ndo terem ovulado ou terem levado mais
tempo que o esperado para ovular, 0 que imposshilitou manter o cateter nestes animias por muito
tempo. Além disso, alguns outros dados ainda estdo em fase de andlise e algumas informagdes

adicionais ainda poder&o ser obtidas com este estudo, como, por exemplo, as bidpsias de CL
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ainda estdo armazenadas para futuras dosagens de P4 no tecido lutea e para futura andlise da
expressao de genes relacionados a producéo de P4.

Em relag@o ao fluxo sanguineo da veia cava caudd, os dados foram excluidos devido a
dificuldade de ter certeza se os dados colhidos eram realmente da veia cava caudal. A regiéo
possui uma série de vasos bastante proximos, dificultando esta avaliagdo, através da
ultrassonografia, precisamente da veia cava caudal. Para evitar falsos resultados decidiu-se

excluir tais dados das andlises.

5.4 CONCLUSAO

Com base nos dados analisados até o presente momento pode-se concluir que, de fato,
existem diferencas significativas na fisiologia reprodutiva entre ragas taurinas (HPB) e zebuinas
(Nelore). Além disso, mostrou-se que o nivel de ingestédo alimentar pode aterar a fisiologia
reprodutiva, independente daraga

Quanto ao metabolismo dos hormanios esterdides, como observado neste experimento, as
concentracOes de P4 na veia cava caudal e na veia jugular foram maiores em Nelore do que em
HPB. No entanto a porcentagem de metabolizaco hepética (diferenca entre a P4 presente na
vela cava caudal e na jugular) foi semehante. Mas, vale ressatar que, 0 nimero de animais
avdiados ainda € bastante restrito. Além disso, ndo foi possivel mensurar o fluxo sanguineo na
veia cava caudal. Sendo assim, ndo € possivel concluir se, de fato, araca Nelore produz mais P4
e metaboliza na mesma propor¢cdo que a raga HPB, resultando em maiores concentracoes

circulantes na raga Nelore, ou se, as maiores concentragdes sd0 consequéncia de um menor
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metabolismo, de forma que a progesterona que ndo € metabolizada é somada ao que esta sendo
produzida, mantendo os niveis mais elevados.

Vale ressaltar que, a técnica de cateterizacdo da vela cava caudal funcionou e podemos
consideré-la estabelecida, sendo totalmente possivel realiz&la em ambas as ragas, Nelore e HPB.
Com a técnica estabelecida, outros trabalhos poderdo ser desenvolvidos de agora em diante,
possibilitando um maior aprofundamento dos estudos sobre metabolismo de horménios

esteroides em bovinos.



CAPITULOG6

Discussao dosresultados
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6.1 Fisiologia reprodutiva de fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus e

influéncia da nutricdo na reproducao

6.1.1 Dinamicafollicular

No primeiro experimento, 80% das vacas da raca NEL e 60% de vacas da raca HPB
apresentaram trés ondas de desenvolvimento folicular durante o ciclo estral. Todas as vacas
restantes tiveram duas ondas. Além disso, a duragdo do ciclo estral médiafoi de 23 d (21 a 26 d)
e foi semelhante entre NEL e HPB. Dados de outros estudos mostraram um intervalo
interovulatorio médio de 21 dias, tanto para gado Bos taurus quanto Bos indicus (discutido por
BO et al., 2003 e SARTORI et d., 2004), com ciclos de duas ondas mais curtos do que aqueles
com trés ondas (SAVIO et al., 1988, 1990;. SIROIS & FORTUNE, 1988; ALVAREZ et 4d.,
2000;. TOWNSON et a., 2002;. SARTORI et a., 2004). Houve, no entanto, excecdes, em que
vacas HPB de alta producéo em lactacéo tiveram um ciclo estral mais longo (23 d), devido ao
tempo prolongado entre a lutedlise e ovulacéo (discutido por SARTORI et al., 2004). Deve-se
destacar uma das limitagdes de experimentos tais como o realizado em nossos estudos, onde um
manejo intensivo dos animais ou ateragdes nas condicdes climéticas podem alterar paréametros
fisolégicos, tais como taxa de crescimento folicular, ovulacdo ou mesmo as concentragctes
circulantes hormonais devido a estresse ou outros fatores (discutido por MAZIERO et d ., 2011).
A predominancia de trés ondas foliculares observada neste estudo condiz com outros relatos em
fémeas NEL, entretanto, a maioria dos estudos com fémeas da raca HPB, havia reportado uma
predominancia de duas ondas. Deve-se destacar que gquase todos os estudos de dinanica folicular

em HPB descritos na literatura foram realizados em paises de clima temperado.
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6.1.2 NUmero defoliculos recrutados no inicio da onda folicular

Em praticamente todos os experimentos realizados comparando Bos taurus a Bos indicus,
detectou-se um nimero bem maior de foliculos pequenos (2 a 5 mm) nos ovarios das fémeas
zebuinas. Além disso, houve pouca variagdo no nimero de foliculos pequenos durante todo o
ciclo estral em ambas as ragas, como também relatado por Alvarez et a. (2000) e Buratini Jr. et
a. (2000), indicando a necessidade de se fazer uma reflexdo melhor sobre os conceitos
estabel ecidos dos mecanismos envolvidos com o recrutamento de foliculos antrais e emergéncia
das ondas foliculares (GINTHER et al., 1996).

Diferencas significativas na populacdo folicular ovariana entre Bos indicus e Bos taurus
podem estar associadas a maiores concentragdes circulantes de insulina e IGF-I observadas em
zebuinos, como descrito nos resultados acima e também por Alvarez et a. (2000) e Sales (2010).
Nos experimentos 1 e 4, foi observado que as concentracbes plasmaticas pré-prandiais de
insulinaforam mais elevadas na fase estrogénica do que progesteronica tanto em NEL gquanto em
HPB. E sabido que as concentragdes séricas de insulina apresentam variagdes diurnas, mas
também ocorre variacdo durante o ciclo estral, com significativo aumento durante o periodo pré-
ovulatorio. O E2 € forte candidato a ser mediador dessas dteracfes, pois 0 aumento das
concentracBes sericas de insulina ocorre paraelamente a0 aumento do E2 associado ao
desenvolvimento do foliculo dominante. Foi mostrado que o E2 estimula ambos a expresséo de
MRNA para insulina como também sua secrecdo pelo pancreas (WEBB et a., 2004). Sabe-se
que a insulina € um dos principais fatores que controlam a liberacdo e a biodisponibilidade de
IGF-1. Sendo assim, especul a-se que maiores concentragdes de insulina e IGF-1 so responsaveis

pelo maior nimero de foliculos recrutados em zebuinos do que em taurinos. Especia mente, por
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estes hormonios estarem aumentados na fase estrogénica, momento que ocorre o0 recrutamento

folicular do inicio do ciclo estral.

6.1.3 Selecdo do foliculo dominante

Os resultados relacionados ao didametro do futuro foliculo dominante no momento do
desvio obtidos nos experimentos 1, 2 e 4 so consistentes com os demais descritos na literatura
no que diz respeito a diferenca de tamanho entre as ragas taurinas e zebuinas, em que Bos indicus
apresentam foliculos de menor tamanho ao desvio. Entretanto, os valores absolutos observados
foram, em geral, maiores do que os rel atados anteriormente. Na maioria dos traba hos com NEL,
o diametro folicular ao desvio foi entre 5,7 e 6,2 mm, enquanto que em nossos estudos, o
didmetro médio observado foi entre 7,0 e 7,3. Curiosamente, para a raca HPB, nossos resultados
foram similares aos descritos na literatura. Uma possivel explicacdo € o fato de termos
trabalhado com vacas NEL confinadas, ao invés de novilhas NEL a pasto, como foi o caso da
maioria dos demais estudos de outros pesquisadores (CASTILHO et d., 2007; ERENO, 2008;
GIMENES et &l., 2008) com excecdo de Sartorelli et al. (2005) que trabalharam com novilhas e
vacas confinadas. Diferencas no tamanho do foliculo no momento do desvio entre categorias
animais distintas foram relatadas por Sartori et a. (2004) ao compararem vacas leiteiras HPB a
novilhas HPB nuliparas. Naquele estudo, foi observado que o desvio folicular ocorreu quando o
maior foliculo em crescimento na onda atingiu 9,8 mm e 8,3 mm em média nas vacas e novilhas,
respectivamente (P < 0.05).

Diferentes manejos nutricionais podem também influenciar no tamanho do foliculo e no
momento do desvio folicular, como foi demonstrado no Ultimo experimento descrito nesta tese.

Independente de raca (NEL ou HPB), vacas submetidas a ata IMS tiveram um atraso na
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ocorréncia do desvio folicular apds a ovulagdo, consequentemente, tiveram um maior didmetro
folicular no momento do desvio em relagdo as vacas com restricdo alimentar. Especula-se que
maiores concentragdes circulantes de insulina nas vacas com maior IMS poderiam estar
relacionadas com esse fendbmeno, por estimular o crescimento folicular. No entanto, se o efeito
fosse exclusivamente consequiéncia dos maiores niveis de insulina, também deveria existir
diferenca no momento do desvio quando comparadas as ragas HPB e Nelore, visto que as
Nelores possuem niveis circulantes de insulina mais elevados. No entanto, 0 momento do desvio
foi semelhante, o que diferiu foi apenas o didmetro do maior foliculo. Dessa forma, deve-se
considerar que, no experimento 4, os animais que receberam dieta de alta ingest&o apresentaram
um menor pico pré-ovulatério de E2 e tiveram menores concetragdes circulantes de P4,
provavel mente essa ateracéo nas concentragdes de E2 e P4 também esteve presente durante todo
o ciclo estral. Sabe-se que o feed back negativo do E2 e inibina na liberacdo de FSH esta
diretamente relacionado as concentracOes circulantes de E2 e inibina. Acredita-se que quanto
maior a concentracdo de E2 e inibina, menor a liberacdo de FSH pela hipdfise (GINTHER et al.,
1996). De acordo com Adams e colaboradores (1992 e 1993) o declinio daliberagdo de FSH esta
associado ab momento em que ocorre 0 mecanismo de selecdo do foliculo dominante e este
evento € um componente integral do mecanismo de selecdo. Dessa forma, acredita-se que as
menores concentragdes de E2 nos animais que estavam submetidos a dieta de ata ingestdo pode
ser 0 responsavel por esse atraso no momento do desvio folicular observado nos animais, ja que
0 FSH pode ter permanecido mais elevado por mais tempo. Provavel mente alteracdo nas
concentragdes de E2 ndo foi suficiente para chegar a uma codominancia/dupla ovulacdo, mas
pode ter resultado em um pequeno atraso no momento do desvio folicular. Foi mostrado por

Adams et a. (1993) que quando foi realizado tratamento exdgeno com FSH por 2 dias
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previamente a0 momento da selecdo, houve um atraso de 1,5 dias no momento do desvio. Esse
aumento do FSH dterou o padrdo de crescimento do foliculo dominante e do primeiro
subordinado, consegquentemente, atrasou a regressao do foliculo subordinado, assim como o
momento do desvio. Quando 0 mesmo tratamento com FSH foi realizado pdés-desvio, ndo houve

nenhuma ateragdo no desenvolvimento folicular e no processo de atresia.

6.1.4 Desenvolvimento folicular e luteal e concentracgdes circulantes de hormonios
ester 6ides e metabolicos

Em praticamente todos os resultados obtidos com o0s experimentos apresentados nesta tese,
vacas NEL tiveram foliculos ovulatérios e CL menores do que as HPB. Apesar disso, as
concentragdes circulantes de E2 e P4 foram consistentemente superiores nas vacas zebuinas.
Poucos trabalhos realizaram esse tipo de comparacéo entre taurinos e zebuinos. Em um estudo
realizado por Alvarez et a. (2000), ndo houve diferenca na concentracdo méxima de E2
circulante entre vacas das ragas Brahman, Angus e Senepol (89 + 16,91+ 14e87 14
pg/mL, respectivamente). Entretanto, este parece ser 0 Unico estudo em que o0 didmetro maximo
do foliculo ovulatorio foi maior em Bos indicus (15,6 + 0,5 mm) do que em Bos taurus (12,8 +
0,4 e 13.6 + 0,4 mm para Angus e Senepol, respectivamente). Por outro lado, Segerson et d.
(1984) a0 compararem vacas Angus a Brahman, observaram maiores concentragoes sericas de
E2 e P4 em vacas Bos taurus. De acordo com Randel (1976) fémeas Bos indicus e fémeas
mesticas Bos indicus tiveram menor concentracdo de P4 por grama de tecido luteal do que em
fémeas Bos taurus. No entanto, Segerson et a. (1984) ndo detectaram diferencas na concentragéo
de P4 no CL entre vacas Brahman e Angus (75,8 = 11,3 e 659 = 53 mg/g de CL,

respectivamente; P> 0,10). Por outro lado, outros estudos realizados no Brasil detectaram maior
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P4 circulante em Bos indicus (Nelore ou Gir) do que em Bos taurus (Angus ou HPB). Carvaho
et a. (2008) compararam fémeas Bos indicus (Nelore e Gir), Bos taurus (Angus e HPB) e
mesticas (Angus x Nelore e Gir x HPB) durante todo o periodo de um protocolo de sincronizagdo
de estro. Durante esse periodo (com um dispositivo intravaginal de P4), as concentragdes séricas
de P4 foram superiores em novilhas zebuinas. Da mesma forma, em um outro estudo realizado
pela nossa equipe (Dados ndo publicados), vacas NEL com dispositivo intravaginal de P4
tiveram maior concentragdo circulante de P4 do que as HPB. Pontuamente, em relacdo a P4
circulante, este achado pode ser decorrente de um metabolismo mais lento de horménios
esterdides em Bos indicus. E sabido que o elevado metabolismo hepético dos hormdnios
esterdides esté diretamente correlacionado a ata ingestéo de matéria seca (SANGSRITAVONG
et al., 2002; VASCONCELOS et d., 2003). No entanto, no estudo 1, todas as vacas estavam
recebendo uma dieta para manutencdo do PC e a IMS por Kg de PC foi de apenas 1,37% para
NEL e 1,54% para HPB. Mesmo assim, as diferencas nas concentragdes circulantes de P4 e E2
se mantiveram. Portanto, com base nestes resultados, € possivel especular que o maior
metabolismo dos esterdides na raga HPB pode ser uma caracteristica inerente a raga e, néo
apenas uma conseqgiiéncia da elevada ingestdo alimentar. Por outro lado, as fémeas NEL podem
ainda apresentar menor metabolismo hepético e/ou maior producéo de esterdides do que as HPB,
associado a concentragdes circulantes mais atas de insulina e IGF-I.

Grande parte da P4 circulante € inativada ou catabolizada nos hepatécitos pelas enzimas
citocromo P450 2C (CYP2C) e citocromo P450 3A (CYP3A) e os principais metabdlitos sdo a
21-hidroxiprogesterona e a 6p-hidroxiprogesterona, respectivamente (MURRAY 1991, 1992).
Alguns trabalhos mostraram que a presenca da insulina atera a expresséo destas enzimas. Saad

et a. (1994) e Sidhu e Omiecinski (1999) cultivaram hepatdcitos de roedores na presenca de
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doses fisioldgicas e crescentes de insulina e observaram menor expressdo de mRNA da enzima
CYP3A e também observaram uma diminui¢cdo dose-dependente na formacéo do metabolito 6p3-
hidroxiprogesterona. Recentemente, Lemley et a. (2008) mostraram que a insulina atera a
expressao destas enzimas em vacas de leite. Tal's autores primeiramente induziram o aumento da
insulina através da infusdo de propilenoglicol e detectaram menor expressao da CYP3A.
Posteriormente, infundiram insulina e glicose, a fim de causar uma curva hiperinsulinémica-
euglicémica e obsevaram que a insulina causou um decréscimo dose-dependente na expressao de
ambas as enzimas CY P2C e CYP3A.

Ambos, insulina e IGF-I atuam como potentes estimul adores da proliferacdo de céulas da
granulosa e da esteroidogénese em bovinos (WEBB et a., 2004). O IGF-I atua de maneira
sinérgica com o0 FSH na esteroidogénese, aumentando a atividade da P450 aromatase
(ECHTERNKAMP et d., 1994). Silva & Price (2002) mostraram que concentracdes de insulina
em torno de 100 ng/mL no cultivo in vitro de células da granulosa de bovinos estimularam a
expressdo de mRNA e a atividade da P450 aromatase, aém de aumentar a secrecdo de E2.
Recentemente, Mani et a. (2010) cultivaram células da granulosa de bovinos com diferentes
concentragdes de IGF-1 (1, 50 e 100 ng/mL) em um sistema livre de soro e sem insulina. Os
autores também observaram que células cultivadas com IGF-I (50 e 100 ng/mL) tiveram um
significativo aumento na producdo de 17B-estradiol, nho nimero de células e na expressdo de
RNAmM de genes relacionados a esteroidogénese (CYP11A1, HSD3B1 e CYP19A1) e dos genes
gue codificam os receptores de IGF-1 e FSH (IGF1R e FSHR), enquanto o cultivo com somente
FSH ndo apresentou nenhum efeito significativo. Além disso, foi relatado que o CL também
possui receptores de IGF-I, potencializando a acdo das gonadotrofinas e a sintese de P4

(SANTOS E AMSTALDEN, 1998).
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Outra importante acéo da insulina foi mostrada por Armstrong et al. (2001). Os autores
encontraram que maiores concentragdes de insulina, induzidas por ateragcdo nos niveis
nutricionais, diminuiram a expressio de |IGFBPs intraovarianas, aumentando a
biodi sponibilidade dos IGFs. Também foi citado por Gong et a. (2002) que o estado nutricional,
ou sgja, maiores concentragdes circulantes de insulina, podem alterar a quantidade e a espécie de
IGFBP na circulagdo periférica. E sabido que quanto menor é a concentragio de |GFBPs, maior
é a concentragdo de IGF-I livre, potencializando assim a sua agéo.

Dessa forma, com base nestes relatos da literatura, deve-se considerar a possibilidade da
producdo dos hormdnios esterdides nos foliculos e no CL ser, de fato, maior nos zebuinos que
nos taurinos. Acredita-se que realmente a insulina e o IGF-1 sgjam 0s responsaveis por uma
maior producdo de esterdides nas fémeas zebuinas. No entanto, ainda ndo existem relatos na
literatura que tenham avaliado e comparado a producdo e o metabolismo dos hormonios
esterdides em fémeas taurinas e zebuinas, tornando dificil saber se tais evidéncias rea mente se
confirmam.

No estudo 4, um dos objetivos era tentar determinar a quantidade de sangue, ou sgja, 0
fluxo sanguineo que passa pela veia cava caudal nas duas ragas e areal producdo dos hormonios
esterdides. No entanto, o fato de ndo termos conseguido determinar o fluxo sanguineo
impossibilitou qualquer tipo de conclusdo em relacdo a producdo/metabolismo dos hormonios
esterdides. Por meio da metodologia utilizada foi possivel dosar as concentragcdes de P4 antes e
apos a passagem pelo figado. Em ambos os locais, a P4 sempre foi superior nos animais
Zebuinos. No entanto, a diferenca, ou seja, a porcentagem de P4 que se perdeu durante passagem
pelo figado foi similar entre as racas. Infelizmente, essa informagdo ndo € suficiente para

afirmarmos que as fémeas Nelore produzem mais e metabolizam na mesma propor¢éo ou menos.
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Caso o fluxo sanguineo seja superior nas fémeas HPB, a proporcéo de metabolizagdo de P4 no
figado também ser& superior, e, dessa forma, os valores absolutos das concentraces de P4 por
mL deixam de ser reais.

Sendo assim, ainda existe a necessidade do desenvolvimento de uma metodologia que
permita a determinar o fluxo sanguineo, ou seja, 0 volume se sangue presente em cada raca e o
guanto desse sangue passa pelo figado por hora, para que sgja possivel saber qual a taxa de P4

metabolizada nas diferentes ragas e em animais submetidos a diferentes manejos nutricionais.

6.1.5 Comportamento estral

No experimento 3 sobre comportamento estral em vacas NEL e HPB né&o lactantes, foi
observada uma duracdo média de estro acima de 12 h em ambos 0s grupos genéticos, ndo tendo
sido detectada diferenca entre os grupos, apesar de termos detectado uma maior concentracéo
circulante pré-ovulatdria de E2 nas vacas NEL do que nas HPB nos demais experimentos.

Além disso, apesar de ter havido pouca interacdo racial, foi observada uma quantidade
substancial de montas nas vacas em estro (acima de 30). Apesar de aguns estudos sugerirem que
fémeas zebuinas tém uma duracdo de estro menor do que taurinas, isso ndo foi observado neste
estudo, assim como em outros dois estudos realizados por nossa equipe. A duragdo média do
estro em novilhas NEL (MOLLO et a., 2007b; SARTORI & BARROS, 2011) ou vacas
andoradas (MAZIERO et al., 2011) foi superior a 12 h. Similarmente, apesar dos inimeros
relatos da curta duragdo de estro em vacas HPB lactantes na literatura, nossos resultados
demonstraram uma duragdo relativamente longa de estro nas vacas HPB ndo lactantes.
Novamente, um menor metabolismo hepatico de E2 neste grupo de animais recebendo dieta de

mantenca em relacdo a vacas lactantes € amais provavel explicacdo para estes achados.
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Outro fator que pode ser levado em consideracdo € que os animais utilizados neste
experimento sdo 0os mesmos utulizados nos demais. Dessa forma, eram animais ja adaptados ao
manegjo diario e a0 contato com pessoas no dia a dia Sendo assim, acreditase que,
provavelemente, ndo houve interferéncia de nenhum fator de estresse devido ao mangjo diario e
a presenca de pessoas observando o cio 24 horas por dia, pricipalmente em relacdo as fémeas da

raca Nelore.

6.2 Uso de benzoato de estradiol para sincronizacdo da emergéncia da onda folicular

em Bostaurus e Bosindicus

No segundo experimento, ao avaliar o efeito de diferentes doses de BE associadas a P4 na
sincronizacdo da emergéncia da onda folicular em NEL e HPB, foi observado que o BE
associado a P4, de fato, tem efeito supressivo nas concentragdes de FSH e na sincronizagéo da
emergéncia de uma nova onda folicular. Independente da dose de BE utilizada ou da raca, esse
efeito sempre esteve presente. Uma série de estudos ja desenvolvidos com os diversos ésteres de
E2 encontrou resultados semelhantes (BO et al., 1991, 1993, 1994a, 1994b, 1995; O’ ROURKE
et al., 2000; MARTINEZ et al., 2005).

As concentragdes plasméticas de E2, o momento do inicio do pico de FSH, o momento do
pico de FSH, assim como, o dia da emergéncia da onda folicular apresentaram resposta dose-
dependente. Ou sgja, quanto maior a dose de BE utilizada, maior foram as concentraces
circulantes de E2. Consequentemente, mais tardio foi o aumento do FSH e o pico de FSH
circulantes, o que resultou, também, em uma emergéncia de onda folicular mais tardia
Entretanto, o dia em que o desvio folicular ocorreu, tomando por base o dia da emergéncia, ndo

diferiu entre os tratamentos. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos desenvolvidos
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gue testaram doses de BE (O'ROURKE et al., 2000 e BURKE et al., 2003). O'Rourke et al.
(2000) desenvolveram um estudo com o objetivo de detectar a dose 6tima de BE necesséria para
suprimir o FSH. Testaram as seguintes doses de BE, associadas a um dispositivo intravaginal de
P4 (PRID): 0, 0,5, 1, 2,5, 5 e 10 mg de BE, administradas por via i.m. em novilhas de corte
ovariectomizadas.Concluiram que a aplicacdo de BE resultou em um aumento dose-dependente
das concentragOes circulantes de E2. Da mesma forma, o aumento nas concentragtes de E2
apresentou um efeito supressivo dose-dependente nas concentragdes de FSH. O efeito supressivo
do E2 sobre 0 FSH foi temporario, umavez que as concentragdes de FSH comegaram a aumentar
dentro de 1 a 2 dias apds os tratamentos com BE. No entanto, neste estudo ndo foi avaliado o
momento da emergéncia da onda folicular. Posteriormente, Burke et al. (2003) desenvolveram
um estudo afim de determinar o papel do BE no momento da emergéncia da onda folicular apos
ablacdo folicular, ou sgja, posteriormente a retirada do efeito supressivo do foliculo dominante.
Apbs aspiragéo folicular guiada por ultrassonografia, fémeas da raga Angus e Angus X Simental
receberam 0, 1, 2 ou 4 mg de BE i.m. As concentracdes circulantes de E2 aumentaram a medida
gue se aumentou a dose de BE, sendo elas: 29,1+2,9, 63,7+9,0 e 112,1+12,7 pg/mL para as doses
1, 2 e 4 mg, respectivamente, 24h apos o tratamento com BE. Corroborando estes resultados, no
nosso estudo encontramos concentragbes de E2 semelhantes, sendo elas. 37,3, 64,7e 108,9
pg/mL para as doses 1, 2 e 4 mg de BE, 24h apds o inicio dos tratamentos.Além disso, estes
mesmos autores mostraram que o pico de FSH ocorreu, em média, 53,3+4,5, 81,1+155 e
91,4+8,2 h apbs o tratamento com BE. Consequentemente, a emergéncia da onda folicular
ocorreu 3,3+0,3, 4,0+0,6 e 4,4+0,4 dias apds o tratamento, respectivamente. Quanto ao momento
do pico de FSH, neste estudo, encontramos que 0 mesmo ocorreu, em media, 83, 89,5 e 104,2 h

apos o inicio dos tratamentos, ou sga um pouco mais tardio em relacdo aos resultados
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encontrados por Burke et al. (2003). Essa pegquena discrepancia de resultados pode ser explicada
pelo fato de que em nosso estudo as amostras de sangue foram colhidas a cada 24 horas. Ja no
estudo de Burke et al. (2003), amostras de sangue foram colhidas a cada 8 horas. Curiosamente,
0 momento da emergéncia daondafolicular foi semenlhante nos dois estudos.

Foi observado que nos animais que receberam 1 mg de BE o FSH comegou a aumentar
mais precocemente quando comparado aos animais que receberam 2 e 4 mg de BE. Ou sgja, ho
D2 (48h apos o tratamento com BE) as concetragdes de FSH foram maiores nos animais que
receberam 1 mg, comparados aos demais tratamentos. Ja nos animais que receberam 4 mg de BE
0 aumento do FSH foi mais tardio. Foi observado que no D3 (72h ap6s o tratamento com BE) os
animais que receberam 4mg de BE tinham menores concentragdes circulantes de FSH do que os
animais que receberam 1 e 2 mg. Como consequéncia do aumento mais tardio do FSH no
tratamento 4 mg, no D6 (144h apds tratamento com BE) as concentragdes de E2 estavam mais
elevadas nos animais que receberam 4 mg de BE do que nos animais que receberam 1 mg de BE.
Esta diferenca encontrada no perfil de FSH entre as diferentes doses de BE, se deve as
concentragtes de E2. Para que 0 FSH comece a aumentar é necessario que as concentracdes de
E2 estgjam diminuindo (BO et a., 1994; O’ ROURKE et a., 2000). E sabido que, maiores doses
de BE, consequentemente, resultam em maiores concentragoes circulantes de E2. Quanto maior a
concentracdo de E2 circulante, maior é o tempo necessario para que ocorra o metabolismo do E2.
Consequentemente, a queda do E2 circulante ocorre mais tardiamente, resultando em um pico de
FSH mais tardio e similarmente, a emergéncia da onda folicular também € mais tardia. Quanto
ao perfil de FSH, nossos resultados corroboram os resultados de O’ Rourke et a. (2000) e Burke

et al. (2003).
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As diferencas na fisiologia reprodutiva entre ragas observadas no presente estudo,
independentes de tratamento, corroboram resultados do primeiro experimento (BASTOS et al.,
2010), onde o nimero de foliculos pequenos (2 a5 mm) presentes nos ovarios no momento da
emergéncia folicular foi maior em NEL do que em HPB. Além disso, confirmou-se que o
didmetro do maior foliculo no momento do desvio folicular foimaior nos animais taurinos que
nos zebuinos, assim como a taxa de crescimento (mm/d) do foliculo dominante. Sartori et d.
(2001) mostraram que o desvio folicular em vacas HPB de ata producdo ocorreu quando o maior
foliculo atingiu 8,5 a 9,0 mm e a taxa de crescimento do foliculo dominante foi de 1,5 a 2,0
mm/d. Posteriormente, Gimenes et al. (2008) desenvolveram um estudo semelhante, porém com
vacas NEL. Observaram que o desvio ocorreu quando o maior foliculo atingiu 5,7 a6,0 mm e a
taxa de crescimento do foliculo dominante foi de 0,8 a 1,0 mm/d. O experimento 1, apresentado
nesta tese, foi desenvolvido recentemente a fim de, efetivamente, comparar a fisiologia
reprodutiva de fémeas ndo lactantes taurinas e zebuinas. Neste estudo, o desvio folicular ocorreu,
em média, 2,3 d apos a ovulacdo, independente de raca, quando o maior foliculo atingiu 7,0+0,2
e 8,9+0,4 mm de didmetro em NEL e HPB, respectivamente (BASTOS et al, 2010).

Quanto as concentragdes circulantes de E2, observou-se que, mesmo mantidos nas mesmas
condicdes ambientais e nutricionais, existe diferenca no metabolismo dos horménios ester6ides
entre animais da raca HPB e da raca NEL. Observou-se efeito de raca nas concentraces
circulantes de E2 dentro de cada tratamento. Ou seja, fémeas NEL apresentaram concentractes
circulantes de E2 maiores que fémeas HPB em todos os tratamentos (1, 2 e 4 mg de BE). Alguns
estudos (SANGSRITAVONG et d., 2002 e VASCONCELOS et d., 2003) mostraram que vacas
HPB de dta producéo de leite apresentam concentracdes circulantes dos hormoénios esterdides

mais baixas que vacas secas ou novilhas. Acredita-se que esta diferenca exista por consequéncia
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da altaingestdo de matéria seca necessdria para dar suporte a elevada producéo de leite. Animais
submetidos a uma ata ingestdo alimentar, apresentaram maior fluxo sangiineo hepéatico e
consequientemente maior metabolizagdo hepatica de P4 e E2 (SANGSRITAVONG et a., 2002).
Posteriormente, Sartori et a. (2004) também mostraram que vacas lactantes desenvolvem maior
foliculo ovulatério, mas tém menor concentracdo sérica de E2 do que novilhas. No entanto, no
estudo 1, foi realizada uma comparagdo da fisiologia de vacas néo lactantes das ragcas NEL e
HPB, recebendo uma mesma dieta de manutencéo, sob as mesmas condigoes ambientais. Foi
observado que vacas taurinas apresentam concentragdes circulantes dos hormdnios esterdides
inferiores quando comparadas as fémeas zebuinas, mesmo sendo mantidas nas mesmas
condic¢des nutricionais e ndo sendo submetidas a manejos com alta ingestéo alimentar. Observou-
se que o didmetro méximo do foliculo ovulatério (15,7+0,3 vs 13,4+0,3 mm), assim como o
volume do corpo I(iteo (CL; 7611+512 vs 4917+548 mm®) foram maiores em taurinos que em
zebuinos. Entretanto, as concentragdes plasmaticas de P4 no D7 (2,8+0,16 vs 2,0+0,04 ng/mL) e
no D14 (4,6+0,40 vs 4,1+0,18 ng/mL) do ciclo estral e o pico pré-ovulatorio de E2 (12,7+0,98 vs
7,7+0,67 pg/mL), foram maiores em fémeas zebuinas que em taurinas (BASTOS et d., 2010).
Com base nestes resultados, € possivel especular que o maior metabolismo dos esterdides naraga
HPB pode ser uma caracteristica inerente a raca e, ndo apenas uma consequéncia da elevada
ingestéo alimentar. Dados nédo publicados do nosso laboratério tém corroborado esta hipétese.
Recentemente, foi realizado um estudo a fim de detectar a concentracdo plasmética de P4
oriunda de uma fonte exclusivamente exdgena de P4 (dipositivo intravagina de P4, na auséncia
de CL) em vacas ndo lactantes das ragas HPB e NEL, sob um mesmo manejo nutricional. Foi
observado que, 12h apos a insercdo dos dispositivos de P4 as concentragcdes plasméticas de P4

foram 1,4+0,2 e 2,2+0,2 ng/mL em HPB e NEL, respectivamente (P<0,01). Além disso, os dados
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de Carvaho (2004) também reforcam tal achado, o qual encontrou que a concentracdo sérica de
progesterona durante o tratamento com dispositivo intravaginal de progesterona também foi mais
elevada em novilhas Bos indicus.

Além disso, deve-se destacar que as concentracfes circulantes de E2 apresentaram uma
resposta dose-dependente aos tratamentos com BE. Quanto maior a dose de BE utilizada maiores
as concentragdes circulantes de E2, independente da raga. No entanto, foi observada uma maior
sensibilidade dos animais da raca NEL as doses mais elevadas de BE. As fémeas NEL
responderam de forma mais acentuada que as fémeas HPB aos diferentes tratamentos com BE.

As vacas HPB apresentaram maiores concentragdes circulantes de FSH no momento do
pico de FSH apos o tratamento com BE, comparadas as vacas NEL. Tal achado provavelmente
se deve as menores concentragdes circulantes de E2. Sabe-se que o0 E2, juntamente com a
Inibina, sdo os hormoénio responsaveis pela supressdo do FSH. Dessa forma, esperase que
animais com menores concentragdes circulantes de E2 também apresentem maiores
concentragdes circulantes de FSH. Além disso, Evans et a. (2010) observaram maiores
concentragdes circulantes de FSH em vacas taurinas com populacéo folicular menor em relacéo
aquelas com mais foliculos ovarianos. De fato, em nosso estudo e em varios outros estudos
(BASTOS et d., 2010; SARTORI e BARROS, 2010; SARTORI et al., 2010) foi observada uma

populacdo folicular ovariana bem maior em fémeas zebuinas do que taurinas.



CAPITULO 7

Consideracoesfinais
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Seguem abaixo 2 esguemas mostrando uma sequéncia dos resultados obtidos e que foram
descritos ao longo desta tese, mostrando os principais resultados em relacéo a raca e em relacéo

aos tratamentos de dta e baixaingestdo alimentar.

HPB Nelore

MenosInsulinae |GF-I MaisInsulinae |GF-I

Menor niimero de foliculos recrutados Maior nimero de folicul os recrutados

MenosE2 MaisE2

. MenosFSH
MaisFSH

) ) i Menor taxa de crescimento do foliculo
Maior taxa de crescimento do foliculo

o ) ) Menor didmetro folicular no momento do desvio
Maior diémetro folicular no momento do desvio

Menor didmetro dofoliculo ovulatério

Maior diametro do foliculo ovulatério

_ Menor volume do CL
aior producéo ou menor
metabolismo???

Maior metabolismo ou meno
producao???

Maior Volume do CL

Pico pré-ovulatrio de E2 e concentragéo circul Pico pré-ovulatério de E2 e concentragéo circulante de P4 maiores

Altaingestao alimentar Restricio alimentar

MaisInsulina MenosInsulina

Numero de folicul os recrutados semelhante Namero de foliculos recrutados semelhante

Maior taxa de crescimento do foliculo Menor taxa de crescimento do foliculo

Momento do desvio folicular mais tardio Momento do desvio folicular mais precoce

Maior diametro folicular no momento do desvio Menor diametro folicular no momento do desvio

Menor diametro do foliculo ovulatério

Maior diametro do foliculo ovulatério

Maior volume do CL Menor volume do CL

» Maior metabolisno??? Menor metabolismo???

Pico pré-ovulatério de E2 e concentrag@o circulante de P4 menores Pico pré-ovulatério de E2 e concentraggo circulante de P4 maiores
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Apols a redlizacdo de todos esses experimentos foi possivel chegar a uma sé&rie de
resultados bastante interessantes quando se trata do objetivo de comparar efetivamente as
diferentes racas, neste caso, Nelore e HPB.

Com base nestes resultados foi possivel concluir que, de fato, existem diferencas entre
essas duas ragas e que essas diferencas persistem mesmo quando manejadas sob as mesmas
condicbes de ambiente e nutricio. E sabido que as condigdes em que os experimentos foram
desenvolvidos néo refletem a realidade de mang o destas ragas, logo tais resultados ndo podem
ser extrapolados para outras condi¢cdes de manejo. No entanto acredita-se que ao trabalhar com
essas duas ragas has suas reais condicdes essas diferencas possam ser ainda mais pronunciadas.
Uma vez que, uma vaca HPB em lactacdo provavelmente terd um metabolismo ainda mais
acelerado do que uma vaca seca, apenas recebendo dieta de alta ingestdo. Assim como, vacas
Nelore manejadas a pasto terdo acesso a uma dieta muito menos insulinémica do que o que foi
proposto neste experimento, ja que trabalhamos com uma dieta com ato teor de gréo. No
entanto, essa metodologia foi escolhida exatamente para permitir uma real comparagéo entre as
racas. Vale ressaltar que devido a metodologia foi possivel provar que as diferencas na
fisiologia reprodutiva (concentracdes hormonais e dindmica ovariana) persistem, mesmo quando
forcamos uma condicdo semelhante para ambas as ragas. Espera-se que tais resultados possam
trazer grandes contribuicbes para o entendimento da fisiologia e possibilite desenvolver

estratégias de manegjo mais adequadas para cada raca.
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Além disso, também foi possivel constatar e corroborar alguns resultados prévios, de que
ateracbes na dieta podem dterar a dindmica ovariana e as concentracOes circulantes dos
hormani os esterdides e metabdlicos.

No entanto, alguns pontos ainda ndo foram totalmente esclarecidos, dentre eles, e talvez o
principal, identificar as diferencas na producdo e metabolismo dos horménios esteroides.
Portanto, novos estudos precisam ser realizados a fim de desenvolver estratégias metodol 6gicas
para efetivamente avaliar a producéo de E2 e P4 pelo ovario e o metabolismo hepético destes

hormonios nos animais destes distintos grupos genéticos.
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In the current review the main fundamental biological differences in
reproductive function between Bos taurus and Bos indicus cattle are
discussed. Breed differences regarding puberty, estrous cycle patterns,
estrous behavior, acquisition of ovulatory capacity, ovarian structures and
reproductive hormones are presented. The main physiological differences
that Bos indicus cattle present relative to Bos taurus cattle include: delayed
age at puberty; higher circulating concentrations of hormones such as
estradiol, progesterone, insulin and IGF-I, despite having smaller ovulatory
follicle size and corpora lutea; greater population of small follicles and
smaller size of the dominant follicle at deviation; and greater sensitivity
of follicles to gonadotropins. Knowledge of the differences between
Bos indicus and Bos taurus breeds help explain different management
procedures and responses to hormonal treatments associated with artificial
insemination, ovarian superstimulation, and in vivo and in vitro embryo
production.

Introduction

Over the years, cattle have been raised and selected especially for meat and dairy production
and the majority of breeds are either Bos taurus or Bos indicus (Zebu). Some of the Bos taurus
breeds, such as Holstein and Jersey, have been selected for high milk production, and others
for beef production. Due to intensive selection, Bos taurus breeds are very efficient for food
production as compared to other breeds; however, they are not well adapted to tropical envi-
ronments and cannot maximize their potential for production in the tropics. The main problem
with Bos taurus cattle in the tropics is the very low tolerance to heat stress. As compared to Bos
taurus, Bos indicus (Zebu) breeds experience a less severe reduction in feed intake, growth rate,
milk yield and reproductive function in response to heat stress (Adeyemo et al. 1979; Bennett
et al. 1985; Pegorer et al. 2007).
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Although Bos taurus breeds are more precocious, Zebu cattle are extensively used in the
tropics, especially in Brazil, due to their thermo tolerance and resistance to parasites. In fact,
Brazil alone has nearly 200 million cattle of which 80% are Zebu or crossbred Zebu animals.
The extensive systems of management which predominate in South America have continually
exposed these cattle to a tropical climate and nutritional environment resulting in increased
tolerance to that environment through selection pressure. This environmental tolerance means
that Zebu cattle can thrive where Bos taurus cattle may not.

To overcome or minimize problems related to decreased production of purebred Bos taurus
cattle in tropical regions, one strategy has been to produce Bos taurus X Bos indicus cross-
breds. Zebu cattle are known to be less fertile and have lower levels of milk production than
Bos taurus breeds, but are better adapted to the environmental conditions which makes them
more likely to reproduce successfully in the tropics. Crossbreds incorporate the environmental
adaptation of Zebu cattle and the higher production of Bos taurus cattle (Negussie et al. 1999)
as well as the benefit of hybrid vigor.

Because most of the reproductive physiology studies in cattle have been performed with Bos
taurus breeds in countries with a temperate climate, strategies for reproductive management
that have been used in Zebu cattle were adapted from those studies and may not be ideal for
Bos indicus. Therefore, the increase in knowledge of the physiological differences between
Bos taurus and Bos indicus breeds has been useful to develop specific protocols or strategies
for reproductive management to maximize production in different breeds of cattle raised in a
tropical environment.

Similarities and differences in reproductive physiology of Bos taurus and
Bos indicus cows and heifers

Puberty

Puberty is defined by the animal’s ability to reproduce as a result of the development of hy-
pothalamic neurons that secrete GnRH at the appropriate frequency and in sufficient quantities
to release gonadotropins and promote gametogenesis. Although the first ovulatory estrus is the
main marker of puberty (Rawlings et al. 2003), heifers usually only reach maximum fertility on
their third estrus (Byerley et al. 1987). Increased LH pulse frequency in the circulation, which
is the determining factor for sexual maturity of heifers, is due to decreased hypothalamic sen-
sitivity to the negative feedback of estradiol (Day et al. 1987) which is influenced by genetic
and environmental factors (Martin et al. 1992; Nogueira 2004).

Most heifers reared in the tropics are subjected to low quality forages and suffer from protein,
energy and/or mineral deficiencies. Therefore, most of these animals cannot reach puberty
until 2 years of age, while those in a temperate climate reach puberty around 9 to 12 months
of age (Fajersson et al. 1991). According to Nogueira (2004), independent of nutrition, there
also seems to be a genetic factor associated with puberty in Zebu cattle, since 30% of Nelore
heifers (12 of 37) became pregnant at 16 months of age but there was no difference in age or
weight from the group mean at first ovulation.

There are also clear differences in age at puberty between Bos taurus and Bos indicus cattle.
Generally, Zebu heifers reach sexual maturity and puberty later than Bos taurus heifers. This
was demonstrated in the study by Rodrigues et al. (2002), where the cessation of inhibition
of LH pulses by estradiol occurred simultaneously with the onset of puberty in heifers of both
genotypes, but it happened earlier in Bos taurus heifers, especially during the initial period
of weight gain (16 to 18 months of age). The estimated age at puberty for Zebu in the tropics
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and subtropics is between 16 and 40 months, with a mean of 25 months, i.e., 6 to 12 months
later than Bos taurus (Abeygunawardena & Dematawewa 2004; Nogueira 2004). Moreover,
smaller breeds, such as the Zebu breeds, normally reach puberty at an older age and heavier
body weight than Bos taurus heifers (Martin et al. 1992; Bagley 1993). Finally, regardless of
size and nutrition level, Zebu cattle are less precocious in regards to puberty because the se-
lection pressure for puberty has been much less intensive than in Bos taurus cattle (Eler et al.
2002), even though there is a high correlation between scrotal circumference in Bos indicus
bulls and younger age of puberty in their daughters (Forni & Albuquerque 2005; Eler et al.
2006). Moreover, age at first conception was highly heritable (h? = 0.44 to 0.67; Pereira et al.
2007) as was heifer pregnancy (h? = 0.58 to 0.66; Eler et al. 2006; Pereira et al. 2007). There
was also a high genetic correlation between age at first calving and interval from the onset of
breeding season to calving in the subsequent year (Forni & Albuquerque 2005). Therefore, the
potential to improve age of puberty and shorten postpartum anestrus interval through selection
in Bos indicus cattle does exists.

Estrous cycle and follicular dynamics

During the estrous cycles of heifers and cows, there is growth and regression of follicles in
a wave-like pattern (Pierson & Ginther 1984; Savio et al. 1988). Studies in Bos taurus cattle
have described the occurrence of two to four follicular waves during the estrous cycle, with
a predominance of two waves, and very rarely four waves (Sirois & Fortune 1988; Townson
et al. 2002; Sartori et al. 2004). In a study with Bos indicus cattle in Brazil, Figueiredo et al.
(1997) observed two- and three-wave cycles in Nelore cattle, with the majority of cows hav-
ing two (83.3%) and heifers having three (64.7%) follicular waves. Other studies in Nelore
heifers (Mollo et al. 2007), Gir cows (Gambini et al. 1998, Viana et al. 2000), and Brahman
cows (Zeitoun et al. 1996) have detected a predominance of three waves, but also observed
animals with two, four, and even a few with five waves during a cycle.

Although, several studies evaluated estrous cycle patterns in Bos taurus and Bos indicus cat-
tle, very few have directly and simultaneously compared these genetic groups under the same
environmental and management conditions. An experiment performed in Florida compared
multiparous lactating Angus (temperate Bos taurus; n = 12), Brahman (tropical Bos indicus;
n = 12), and Senepol (tropical Bos taurus; n = 12) cows throughout an estrous cycle during
the summer (Alvarez et al. 2000). In this study, the majority of Angus and Brahman cows had
two follicular waves during the estrous cycle (72.7% and 55.6%, respectively) and 70% of the
cycles of Senepol cows had three waves.

A study in our laboratory compared estrous cycle patterns between Bos indicus and Bos
taurus cows (Bastos et al. 2010). From January to April 2010, 5 to 10 year old multiparous
nonlactating cows (n = 12 Nelore and 12 Holstein cows) were managed in individual stalls
and fed a total mixed maintenance ration (TMR) according to the NRC (2000). The TMR con-
sisted of 42.8% sugar cane bagasse, 45.7% corn, 5.7% molasses, 3.2% soybean hulls, 1.2%
urea, and 1.4% mineral salt. Nelore and Holstein cows had a BCS (scale from 1 to 5) of 3.1
+ 0.1 and 2.8 + 0.2, and a body weight of 508 + 17 and 575 + 20 kg, respectively. After a
14 to 21-d period of adaptation, estrus was synchronized and cows were monitored daily by
ovarian ultrasonography throughout an entire estrous cycle. Moreover, during the first follicular
wave, ultrasound scanning was performed twice a day. Daily blood samples from the jugular
vein were also collected for hormone assays during the entire period of study, except in two
occasions in which blood was collected immediately before and 4 hours after feeding during
the follicular and luteal phases. In this study, 80% of Nelore cows and 60% of Holstein cows



360 R. Sartori et al.

presented three waves of follicular development during the estrous cycle. All the remaining
cows had two waves. Moreover, average estrous cycle length was 23 d (range of 21 to 26 d)
and was similar between Nelore and Holstein cows (P > 0.05).

From other data, the average interestrous interval was 21 d, for both Bos taurus and Bos
indicus cattle (discussed by Bé et al. 2003 and Sartori et al. 2004), and two-wave cycles were
shorter than three-wave cycles (Savio et al. 1988, 1990; Sirois & Fortune 1988; Alvarez et al.
2000; Townson et al. 2002; Sartori et al. 2004). There were, however, exceptions, in which
high-producing lactating Holstein cows tended to have a longer estrous cycle (23 d), due to a
prolonged time between luteolysis and ovulation (discussed by Sartori et al. 2004).

Although there are similarities in estrous cycle length and follicular wave patterns between
Bos taurus and Bos indicus cattle, differences in antral follicle population between genetic
groups are well documented and are illustrated in Figure 1. At the onset of each follicular
wave, approximately 24 small (2 to 5 mm) viable antral follicles were detected in Bos taurus
cattle (Ginther et al. 1996), however, in Bos indicus cattle, there were greater numbers of
small follicles during wave emergence. Buratini Jr. et al. (2000) described the occurrence of
approximately 50 small follicles in the ovaries of Nelore heifers. High numbers of small fol-
licles were also observed in the ovaries of Sindhi (Bos indicus) heifers (49.0 + 6.4, n = 14)
and lactating cows (64.0 + 5.1, n = 34; MCC Mattos, unpublished observations). By directly
comparing number of small follicles (3 to 5 mm) in the ovaries between Bos taurus and Bos
indicus cattle, Alvarez et al. (2000) observed a greater number of follicles at wave emergence
in Brahman (39 + 4) compared to Senepol (33 + 4), or Angus (21 + 4) multiparous lactating
cows. Recent studies performed with both genetic groups in contemporary environmental and
nutritional conditions showed that Bos indicus had a greater number of follicles at wave emer-
gence compared to Bos taurus cattle (Carvalho et al. 2008; Gimenes et al. 2009). Carvalho et
al. (2008) synchronized ovulation in Nelore and Angus heifers and Gir and Holstein heifers,
using a progesterone intravaginal device and 2 mg of estradiol benzoate with or without PGF2a.
at the beginning of the treatment. There was no interaction of breed, therefore, genetic group
was combined. In this trial, Bos indicus cattle recruited 33.4 + 3.2 follicles, while Bos taurus
heifers recruited 25.4 + 2.5 follicles (P = 0.09). Gimenes et al. (2009), synchronized Nelore
and Holstein heifers using a norgestomet auricular implant and 2 mg of estradiol benzoate with
or without a 50 mg injection of progesterone. Nelore heifers had 29.7 + 3.1 follicles at wave
emergence; whereas, Holstein heifers had 15.0 + 2.8 follicles (P < 0.01). Similarly, Bastos
et al. (2010) detected significant differences in number of antral follicles between Nelore and
Holstein cows. At wave emergence, the number of 2 to 5 mm follicles present on the ovaries
was 42.7 + 5.9 for Nelore (range of 25 to 100) and 19.7 + 3.2 for Holstein (range of 5 to 40)
cows (P < 0.05).There was little variation in number of small follicles throughout the entire
estrous cycle in both breeds as reported by Alvarez et al. (2000) and Buratini Jr. et al. (2000).
Significant differences in ovarian follicle population between Bos indicus and Bos taurus breeds
may be associated with higher circulating concentrations of insulin and IGF-I in Bos indicus
cattle, as described by Alvarez et al. (2000) and Bastos et al. (2010).

Follicular deviation and selection of the dominant follicle

After follicular wave emergence in cattle, there is a mechanism of selection in which only one
follicle becomes dominant, inhibiting the growth of other follicles on the ovary (subordinate
follicles; Ginther et al. 1996). Follicular deviation has been used to refer to the time at which
differences in the growth rate between the future dominant and the future subordinate follicles
become apparent (Ginther et al. 1996). In Bos taurus breeds, such as Holstein, follicular devia-
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tion occurs when the largest developing follicle reaches 8.5 to 9.0 mm in diameter (Ginther et
al. 1996; Sartori et al. 2001), whereas, in Zebu cattle, such as Nelore, deviation occurs when
the largest growing follicle reaches 5 to 7 mm (Castilho et al. 2007; Figueiredo et al. 1997;
Sartorelli et al. 2005; Ereno 2008; Gimenes et al. 2008). There are exceptions, however, in
both genetic groups of animals. When comparing high-producing lactating Holstein cows to
nulliparous Holstein heifers, Sartori et al. (2004) observed that deviation occurred when the
largest growing follicle reached 9.8 mm and 8.3 mm in lactating cows and heifers, respectively
(P < 0.05). Likewise, Bastos et al. (2010) detected that follicular deviation occurred when the
largest developing follicle reached 7.0 + 0.2 and 8.9 + 0.4 mm in nonlactating Nelore and
Holstein cows, respectively (P < 0.05).

Although follicle size at deviation differs substantially between breeds, the time of devia-
tion during the first follicular wave in Bos indicus relative to the preceding ovulation (2.3 to
2.8 d; Sartorelli et al. 2005; Ereno 2008; Gimenes et al. 2008) was similar to that reported in
Bos taurus cattle (Ginther et al. 1996; Sartori et al. 2001). In fact, when comparing Nelore to
Holstein cows, Bastos et al. (2010) observed that deviation occurred, on average, 2.3 d after
ovulation, independent of breed.

The mechanisms that control selection of the dominant follicle are complex and not fully
understood. Ovarian theca cells express LH receptors (LHR) from preantral to preovulatory sizes
(Xu et al. 1995). Although it is clear that LHR expression occurs in granulosa cells of dominant
follicles (Xu et al. 1995; Bao et al. 1997), there is some controversy about the time when these
cells start to express functional LHR and whether it is required to support dominant follicle
growth at the time of deviation when FSH levels are declining or low. LHR mRNA abundance
measured by real-time PCR was higher in granulosa cells from the largest follicle of the wave
compared with the second largest follicle before morphological deviation, suggesting that
acquisition of LH responsiveness by granulosa cells is part of the deviation process (Beg et al.
2001). Other studies utilizing in situ hybridization, failed to detect LHR mRNA in granulosa
cells around deviation (Evans & Fortune 1997; Fortune et al. 2001; Garverick et al. 2002),
which is in agreement with previous reports showing binding of LH to granulosa cells of only
selected dominant follicles (Ireland & Roche 1982; Webb & England 1982).

The LHR gene in sheep and cattle follicles is subject to alternative splicing, and variants
with deletion of exon 10 and/or partial deletion of exon 11 were reported (Bacich et al. 1994;
Abdennebi et al. 2002; Robert et al. 2003). Although functional properties of LHR splice vari-
ants have not been fully elucidated, the variant with a partial deletion of exon 11 has been
shown to be translated into a protein that is not translocated to the cell membrane (Bacich
et al. 1999; Kawate 2004), and deletion of exon 10 resulted in impaired activation by LH in
comparison with hCG in humans (Gromoll et al. 2000; Muller et al. 2003). Therefore, PCR
strategies amplifying exon fragments present in all transcripts should permit quantification of
LH receptor expression without identifying each of the variant forms. In a recent study assess-
ing expression of LHR alternative transcripts by PCR in granulosa cells from crossbred Nelore
cows, all isoforms were only detected in follicles at 7 mm in diameter or larger, and mRNA
abundance increased with follicle size (Nogueira et al. 2007a). In Nelore cattle, follicle devia-
tion occurs when the dominant follicle reaches 5 to 7 mm in diameter; therefore, these results
suggest that expression of functional LHR only occurs in granulosa cells after deviation. In a
follow up study using the same PCR strategy, Barros et al. (2009) assessed LHR expression in
granulosa cells from the two largest follicles in the ovary of Nelore heifers taken before (Day
2 of the wave), during (Day 2.5), and after (Day 3) the expected time of follicular deviation.
LHR mRNA expression was detected only in two out of seven largest follicles obtained on Day
2.5 (both in 7 mm follicles), but not on Day 2. Moreover, the majority of the largest follicles
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obtained on Day 3 expressed LHR (64% positive follicles from 8 to 14 mm). Therefore, data
obtained in Nelore cattle suggest that expression of functional LHR occurs after follicular devia-
tion and is a consequence, rather a means of selection (Part of the review above was presented
at the Annual Meeting of the IETS/2010 by Barros et al. 2010).

Acquisition of ovulatory capacity

Although follicle deviation occurs in Bos indicus when the dominant follicle reaches 5 to 7 mm
in diameter (Figueiredo et al. 1997; Sartorelli et al. 2005; Castilho et al. 2007; Gimenes et al.
2008; Bastos et al. 2010) compared to 8 to 9 mm in Bos taurus (Ginther et al. 1996; Sartori et
al. 2001; Bastos et al. 2010), it is possible that additional growth is necessary for the dominant
follicle to acquire ovulatory capacity in both breeds.

Sartori et al. (2001) observed that Holstein cows with follicles 7 or 8.5 mm in diameter did
not ovulate, even after administration of high doses of pLH (40 mg). However, 80% of the
cows with follicles = 10 mm ovulated after pLH administration. Conversely, Gimenes et al.
(2008) reported that administration of 25 mg pLH in Bos indicus heifers induced ovulation in
33.3, 80.0 and 90.0% of animals with follicles that were 7.0 to 8.4, 8.5 to 10 and > 10 mm
in diameter, respectively. These results were not unexpected, and corroborate the data show-
ing differences in size of the growing follicle at follicular deviation between Bos indicus and
Bos taurus cattle.

This relationship between follicular diameter, acquisition of ovulatory capacity and gene
expression of LHR isoforms, was recently investigated (Simdes, 2009). In the first experiment,
the minimum pLH dose (Lutropin-V, Bioniche Animal Health Inc, Belleville, ON, Canada)
necessary to induce ovulation in Nelore cows that had a first wave dominant follicle of 10 to
11 mm in diameter was found to be 3.125 mg. In the second experiment, 6.25 mg of pLH was
utilized to induce ovulation of first wave dominant follicles of 7 t0 8.0, 8.1 to 9.0 and 9.1 to 10
mm in diameter. In a third experiment, theca and granulosa cells, obtained from abattoir-derived
ovarian follicles, were separated for total RNA extraction, and gene expression of LHR isoforms
was measured by semiquantitative RT-PCR using GAPDH as the internal control. Simoes (2009)
observed that with the increase in follicle diameter (7.0 to 8.0, 8.1 t0 9.0 and 9.1 to 10.0 mm)
in Nelore or crossbred Nelore females, there was a corresponding increase in ovulation rates
(9.0, 36.0 and 90.0%, respectively) and expression of LHR isoforms in granulosa cells (16.5,
21.0 and 37.6; mRNA LHR/mRNA GAPDH), but not in theca cells. It was concluded that in
Zebu cattle ovulatory capacity is related to an increase in follicle diameter and expression of
LH receptors in granulosa cells.

Maximum size of dominant/ovulatory follicle and CL and circulating hormones

Ginther et al. (1989), working with Holstein females, observed that heifers with two follicular
waves had dominant follicles with maximum diameters of 17.1 and 16.5 mm for the first and
second wave, respectively. In contrast, in Bos indicus females, the diameters reported were 11.3
and 12.3 mm, respectively (Figueiredo et al. 1997; Sartorelli et al. 2005; Figure 1). Similarly,
in Zebu cattle, the size of the CL ranged from 17 to 21 mm in diameter (Segerson et al. 1984,
Rhodes et al. 1995, Figueiredo et al. 1997); whereas, in Bos taurus cattle diameters of 20 to
30 mm were detected (Ginther et al. 1989). Although there seem to be clear differences in
size of ovarian structures between Bos taurus and Bos indicus, follicle size, and consequently
CL size may be determined by factors other than breed.
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Studies have reported that dairy cows develop larger ovulatory follicles, but have lower
serum estradiol concentrations than heifers (Sartori et al. 2004; Wolfenson et al. 2004) or dry
cows (De La Sota et al. 1993), suggesting an increased steroid metabolism in dairy cows, as
reported by Sangsritavong et al. 2002). In relation to serum concentration of estradiol, there are
few data comparing Bos indicus to Bos taurus. In the study by Alvarez et al. (2000), there were
no differences in maximum circulating estradiol among Brahman, Angus, and Senepol cows
(8.9 + 1.6,9.1 + 1.4,and 8.7 + 1.4 pg/mL, respectively). This seems to be the only study in
which the maximum diameter of the ovulatory follicle was greater in Bos indicus (15.6 + 0.5
mm) than in Bos taurus cattle (12.8 + 0.4 and13.6 + 0.4 mm for Angus and Senepol, respec-
tively). Conversely, Segerson et al. (1984) compared Angus to Brahman cattle and observed
higher serum concentrations of estradiol-17R and progesterone in Bos taurus cows.
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Fig. 1. Schematic representation of follicle development in Nelore (Bos indicus) and Hol-
stein (Bos taurus) cows based on data from the literature and personal data. Bos indicus
(Nelore) have a greater population of small (2 to 5 mm) follicles in the ovaries throughout
the entire estrous cycle than Bos taurus (Holstein) cattle. Moreover, although both breeds
present follicle deviation between Day 2 and 3 after ovulation, the diameter of the future
dominant follicle at deviation is greater in Holstein cattle. The diameter of the ovulatory
follicle is also greater in Holsteins than in Nelore cows.

According to Randel (1976) Bos indicus and Bos indicus crossbred females had lower proges-
terone concentration per gram of luteal tissue than in Bos taurus females. However, Segerson et
al. (1984) did not detect differences in progesterone concentration in the CL between Brahman
and Angus cows (75.8 + 11.3 and 65.9 + 5.3 ug/g of CL, respectively; P > 0.10). Conversely,
studies performed in Brazil detected higher circulating progesterone in Bos indicus (Nelore or
Gir) compared to Bos taurus (Angus or Holstein) cattle. Carvalho et al. (2008) compared Bos
indicus (Nelore and Gir), Bos taurus (Angus and Holstein) and crossbreds (Angus x Nelore
and Gir x Holstein) throughout the period of an estrus synchronization protocol. Two PGF2a
treatments, 12 days apart were performed 24 and 12 days before treatment with an intra-
vaginal source of progesterone was initiated. On Day 0, each heifer received a progesterone
intravaginal device plus estradiol benzoate. During that period (with a progesterone device),
serum progesterone concentrations were higher in Bos indicus heifers. Similarly, Bastos et al.
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(2010) reported that although the maximum diameter of the ovulatory follicle (15.7 + 0.3 mm
vs 13.4 + 0.3 mm; Figure 1) and the maximum CL volume (7610.5 + 512.0 mm? vs 4916.6
+ 548.1 mm?) were greater in Holsteins, plasma peak estradiol (7.70 + 0.67 vs 12.71 + 0.98
pg/mL) and progesterone (4.06 + 0.18 vs 4.64 + 0.40 ng/mL) concentrations were higher in
Nelore cows. This suggests that Bos indicus females may be slower to metabolize estradiol
and progesterone.

Estrous behavior

Behavioral signs of estrus can be observed in cattle and used for estrus detection for the pur-
poses of artificial insemination (Al). However, these characteristics are influenced by age, milk
yield, environment and hierarchy (revised in Landaeta-Hernandez et al. 2004). Additionally,
differences can be noted among breeds (Rae et al. 1999), and even among genetic groups (Bos
indicus vs Bos taurus).

Mizuta (2003) compared the reproductive behavior of Nelore cows with Angus cows using
radiotelemetry (Heat-Watch). Nelore cows exhibited a shorter estrus compared to Angus cows
(12.9 + 2.9vs 16.3 + 4.8 hours, respectively). Additionally, more than 50% of Nelore cows
showed estrus during the evening and night (between 6:00 PM and 6:00 AM; Pinheiro et al.
1998; Membrive 2000), and about 30% exhibited estrus only during darkness (Pinheiro et al.
1998). These factors decrease the efficacy of estrous detection for traditional Al. However, short
estrus duration has been observed in high-producing Holstein cows. In a recent study evaluating
the association between levels of milk production and estrous behavior, Lopez et al. (2004)
observed a shorter duration (6.2 versus 10.9 hours) and intensity (6.3 versus 8.8 mounts) of
estrus in cows with higher (> 39.5 kg/d) compared to lower (< 39.5 kg/d) milk production.
These differences within the same breed may be related to lower circulating concentrations of
estradiol in higher vs lower milk producing cows (Lopez et al. 2004) as well as in lactating cows
compared to heifers (Sartori et al. 2002, 2004). Based on such results, Wiltbank et al. (2006)
hypothesized that high producing cows (above 40 kg of milk/d) have low circulating estradiol
due to a high metabolism of this steroid. The effect of higher metabolism on estrus behavior
was also observed in beef cattle. Nelore heifers submitted to high dietary intake exhibited less
intense and shorter duration of estrus as compared with Nelore heifers receiving low dietary
intake (Mollo et al. 2007).

Although there are differences between Bos taurus and Bos indicus in duration and inten-
sity of estrus, other factors such as feed intake, body size, and steroid metabolism may exert
profound effects over this behavior.

Tolerance to heat stress

Heat stress is a particularly severe problem in cattle reproduction because of reduction in estrus
expression, lower fertilization rates, increased embryonic loss and, consequently, lower fertility.
Over 50% of the bovine population is located in the tropics and it is estimated that heat stress
causes severe economic loss in approximately 60% of dairy farms around the world (Wolfen-
son et al. 2000). The magnitude of this effect on reproduction in dairy cattle is increasing, as
augmented milk yield enhances susceptibility of cows to the deleterious effects of heat stress
(Al-Katanani et al. 1999; Sartori et al. 2002; Lopez-Gatius 2003).

Bos indicus breeds experience a less severe reduction in reproductive function in response
to heat stress than Bos taurus breeds (Adeyemo et al. 1979; Bennett et al. 1985; Rocha et al.
1998; Barros et al. 2006). Most of this adaptation to elevated temperature is due to superior
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ability of thermo-tolerant breeds to regulate body temperature (Adeyemo et al. 1979; Gaughan
et al. 1999) as well as intrinsic cellular resistance to elevated temperature (Malayer & Hansen
1990; Sartorelli et al. 2006). High environmental temperature and humidity resulted in a
marked decline in oocyte quality from Holstein and crossbred Angus cows (Rocha et al. 1998).
In contrast, a high percentage of oocytes retrieved from Brahman cows exhibited normal mor-
phology and yielded a high proportion of blastocysts, regardless of season (Rocha et al. 1998).
Although Bos indicus cattle are more resistant to heat stress than Bos taurus cattle, exposure
of Gir cows to a 28-d period of heat stress exerted a delayed effect on reproductive function,
manifested by an increased incidence of large follicles, more follicular codominance, and
reductions in estrous cycle length, progesterone concentrations, and oocyte developmental
capacity (Torres-Junior et al. 2008).

Infertility in the male caused by heat stress can be eliminated through the use of Al with
semen collected and frozen from males in cool environments. In females, transfer of in vivo
or in vitro produced (IVP) embryos have been utilized as an attempt to bypass effects of heat
stress (Hammond et al. 1996; Al-Katanani et al. 2002; Sartori et al. 2006). For example, aretro-
spective study was performed in high-producing Holstein cows (average milk production 28.4
+ 2.3 kg/d) submitted to ET (n = 2112) or Al (n = 7501) during the period of 2000 to 2003
(Rodrigues et al. 2004). Estrus was detected in cows, which were subjected to Al 12 hours later
or ET 7 d later. Pregnancy rates were higher in those receiving embryos than those undergoing
Al during the summer months, but no differences were observed during the cooler months.

Using Bos indicus genotype embryos during summer months can also improve fertility. In
vitro studies have shown that Bos indicus embryos submitted to heat shock at early stages of
development are better able to survive as compared to Bos taurus embryos (Malayer et al.
1990; Kamwanja et al. 1994; Barros et al. 2006; Sartorelli et al. 2006). More recently, effects
of heat stress on embryonic development in culture were evaluated in Nelore and crossbred
(Bos indicus X Bos taurus) oocytes fertilized with Nelore or Angus (Bos taurus) spermatozoa.
The decrease in blastocyst development rates caused by exposure to 41°C during 12 hours was
more evident when the heat shock was applied at earlier stages of development, particularly
for embryos that had a predominant Bos taurus genotype (Erberhardt et al. 2009). In the study
reported by Sartorelli et al. (2006), embryos from Angus or Nelore cows produced using oocytes
obtained by ovum pickup (OPU) procedures were exposed to a culture temperature of 41°C
for 12 hours beginning 96 hours after fertilization. Thereafter, embryos were transferred at the
blastocyst stage to crossbred recipient heifers. Pregnancy rates after transfer were: 29.4% (15/51)
for non-stressed Nelore embryos, 29.0% (11/38) for stressed Nelore embryos, 21.4% (6/28)
for non-stressed Angus embryos and 7.1% (1/14) for stressed Angus embryos. These results
and previous reports (Malayer et al. 1990; Erberhardt et al. 2009) clearly indicate that Nelore
embryos are better able to survive during heat stress at early stages of development and more
capable of establishing pregnancies following heat stress than Angus embryos.

Although heat stress induces a deleterious effect on Bos taurus oocytes and embryos, this
sensitivity differs between categories, i.e. heifers (H), high-producing cows in peak lactation
(PL) and repeat-breeders (RB; Ferreira et al. 2010). In this study, previously cited categories of
Holstein cattle were evaluated during summer heat stress. At OPU, heifers had greater number
of follicles than PL cows (H=18.5 + 1.9%, PL=12.4 + 1.1°, RB=17.2 + 2.0®; P = 0.04).
Heifers also had greater number of total oocytes (H = 9.6 + 1.6%, PL = 5.0 + 0.9, RB = 8.8
+ 13%: P = 0.03) and viable oocytes (H = 7.6 + 1.5, PL = 3.6 + 0.8°, RB = 6.8 + 1.2%; P
= 0.05) recovered at OPU than PL cows. During IVP, embryos from heifers performed better
than PL and RB embryos (cleavage at Day 3: H = 47.8%?% PL = 31.1%", RB = 35.4%", P =
0.008; blastocyst at Day 7: H = 21.0%?, PL = 4.1%", RB = 3.8%", P < 0.0001; and grade
| embryos: H = 1.3 + 0.4°, PL = 0.3 + 0.2° RB = 0.5 + 0.2°, P = 0.04). The differences
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observed among heifers and cows are probably related to their metabolism under heat stress,
comprising oocyte number and quality. Also, although RB had similar results at OPU (number
of oocytes) as heifers, they probably had compromised oocytes, because their in vitro produc-
tion or performance was poorer.

Reproductive management
Use of Bos indicus genotype

The utilization of thermo tolerant breeds has been employed by the beef industry in countries
with a hot climate. However, the short duration of estrus in Zebu cattle is one of the major
factors that limit the widespread use of Al in these breeds. This problem can be overcome with
the use of fixed-time artificial insemination (FTAI) protocols, developed or adapted specifically
for these cattle. Additionally, in vivo and in vitro embryo production has been increasing in
tropical countries like Brazil, particularly in the Nelore breed (Viana & Camargo 2007).

Fixed-time artificial insemination (FTAI)

Although Al is a good alternative to introduce Bos taurus genetics into a Bos indicus herd, its
traditional use limits the widespread application and success of this breeding technology. Fac-
tors already mentioned, such as short duration of estrus and estrus expression during the night
reduce the estrus detection rate and consequently decrease pregnancy success. Postpartum
cyclicity is influenced primarily by suckling and poor nutrition which are difficult to overcome
in Bos indicus cattle. Suckling results in inhibition of GnRH/LH pulse frequency and reduces
follicular development (reviewed by Willians et al. 1996). Poor nutrition delays the development
of large ovarian follicles in postpartum cows reducing the maximum diameter and persistence
of dominant follicles (reviewed by Bo et al. 2003).

For these reasons, FTAI has become a tool for increasing the efficiency of Al, since it eliminates
the need for estrus detection. Estradiol and progestogen/progesterone treatments have been
used increasingly over the past years in estrus synchronization programs in cattle (Macmillan
& Peterson 1993; Macmillan & Burke 1996). This association promotes regression of antral
follicles and the emergence of a new follicular wave, on average, 4 d after the beginning of the
protocol, depending on the estradiol source utilized (reviewed in B6 et al. 2003). However,
the successful application of Al in Bos indicus cattle, not only has to overcome the problem
of estrus detection but also the problem of nutritionally and suckling-induced anestrus. One
alternative to increase pregnancy rates in FTAl programs in anestrus Bos indicus cattle may be
the addition of 300 to 500 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG) at the time of removal
of the progesterone releasing devices (Macmillan & Peterson 1993; Macmillan & Burke 1996;
Baruselli et al., 2004).

Other differences between Bos indicus and Bos taurus cattle emphasize the need for differ-
ent strategies to manipulate the estrous cycle. Carvalho et al. (2008) observed that Bos indicus
heifers can maintain higher circulating progesterone concentrations than Bos taurus or cross-
bred heifers. Therefore, these authors hypothesized that Bos indicus heifers are more sensitive
to high concentrations of circulating progesterone, which may have a suppressive effect on
LH pulsatility and, consequently, reduce follicular growth during a synchronization protocol.
In this study, the administration of PGF2a at the beginning of a synchronization protocol in
the Bos indicus protocol decreased circulating progesterone concentrations during treatment
and increased follicular growth rate, dominant follicle diameter and ovulation rate. Another
alternative is the use of norgestomet implants in Bos indicus heifers instead of progesterone



Reproductive differences between Bos taurus and Bos indicus 367

devices, because of a reduced suppressive effect of norgestomet on LH pulsatility (Kojima et
al. 1992). In a previous study of follicular dynamics using cyclic Nelore heifers treated with a
norgestomet ear implant or progesterone-releasing intravaginal device (CIDR), follicular growth,
maximum diameter of the dominant follicle, and ovulation rate were greater in norgestomet-
treated heifers (54 Filho et al. 2005).

Treatments to induce multiple ovulations

Barros & Nogueira (2001) examined the efficacy of different superstimulatory protocols in which
the expected time of ovulation was postponed by 6 to 12 hours and ovulation was induced
by administration of LH or GnRH (Barros & Nogueira 2001; Nogueira et al. 2002). Although
these protocols did not significantly increase the quantity of viable embryos compared to estrus
detection protocols, it was possible to control the time of ovulation with hormonal treatments,
allowing the use of FTAL From these experiments, a new protocol was developed called the
P-36 protocol (Barros & Nogueira 2005). The protocol included insertion of a CIDR for 36
hours after PGF2o administration and induction of ovulation with exogenous LH, administered
12 hours after CIDR removal (48 hours after PGF2a administration). FTAI was performed 12
and 24 hours later since ovulation occurs between 24 and 36 hours after LH administration
(Nogueira & Barros, 2003). The effectiveness of the P-36 protocol has been confirmed (Barros
& Nogueira 2001, 2005; Baruselli et al. 2006), and more recently, an average of 13.3 + 0.75
total structures and 9.4 + 0.63 viable embryos, with a viability rate of 71.0% (1279/1807)
following 136 embryo collections in Nelore cows has been reported (Nogueira et al. 2007b).
These results were comparable to those reported in studies in which Nelore cows were in-
seminated 12 and 24 hours after onset of behavioral estrus (Nogueira et al. 2002; Nogueira
& Barros 2003).

A variation of the P-36 protocol in which the progesterone device is removed 24 hours after
PGF2a (protocol P-24) and LH is administered 24 hours later (48 hours after PGF2a), has been
utilized in Nelore females, apparently with comparable results to those obtained with P-36
protocol (Zanenga et al. 2003; Baruselli et al. 2006).

The use of the P-36 protocol in Bos taurus breeds has resulted in a decrease in the number
of viable embryos in comparison with conventional protocols with estrus detection. In Holstein
(Martins et al. 2005; Rodrigues et al. 2005; Baruselli et al. 2006) and Angus donors (B6 et al.
2006; Chesta et al. 2007), viable embryo production was increased with the P-36 protocol when
the ovulation induction treatment (LH or GnRH) was administered at 60 hours (P-36/LH60),
rather than 48 hours (P-36/LH48) after PGF2a administration. Similarly, the results obtained by
Barcelos et al. (2006), in Bonsmara donors (5/8 Afrikaner and 3/8 Hereford/Shorthorn) indicated
that the P-36/LH60 protocol was more efficacious.

On the other hand, even though delaying ovulation for 12 hours in the P-36 protocol in
Bos taurus breeds (P-36/LH60 protocol) had positive effects on embryo production, the oppo-
site occurred when used in Bos indicus breeds.The P-36/LH60 protocol caused a decrease in
embryo production when compared to P-36/LH48 protocol (Baruselli et al. 2006). Therefore,
it can be inferred that ovulation in superstimulation protocols must be induced earlier in Bos
indicus donors; whereas, in Bos taurus donors, it seems necessary to delay treatment with an
ovulation inducer, thereby allowing an increase in follicle size, and acquisition of LH receptors.

Bos indicus breeds have a reduced capacity for LH secretion and a greater sensitivity to
exogenous gonadotropins than Bos taurus cattle (Randel 1984). Superovulatory response
was evaluated in Nelore cows submitted to three different doses of Folltropin-V (100, 133 or
200 mg) in a crossover design. There were no significant differences in any of the variables
evaluated, indicating that it is possible to reduce the dose of FSH to 100 mg in Nelore cows
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submitted to a FTAI superstimulatory protocol, without compromising superovulatory response
and embryo production (Baruselli et al. 2006). Others studies in Nelore heifers successfully
induced superovulation and embryo production using a smaller dose of FSH (70 mg; Sartori
et al. 2009), which is very unlikely to be effective in Bos taurus cattle.

In vitro embryo production

Especially due to the greater antral follicle population in Bos indicus cattle in relation to Bos
taurus cattle, in vitro embryo production is much more successful in Bos indicus cattle (Viana
& Camargo, 2007). In a recent study, (Pontes et al. 2010) Gir, Holstein and crossbreds (1/4
Holstein x 3/4 Gir or 1/2 Holstein-Gir) were compared for total and viable (good and regular
quality grades according to Seneda et al. 2001) oocyte yield, and in vitro embryo production.
The number of total and viable oocytes, and embryos produced were greater in Gir than in
Holstein cattle (17.1 vs 11.4; 12.1 vs 8.0; 3.2 vs 2.2, respectively). Moreover, embryo produc-
tion (5.5 blastocysts) was even greater in Holstein-Gir crossbreds compared to the other breeds.

A recent study was conducted comparing Bos indicus and Bos taurus cattle in which Nelore
and Holstein heifers were submitted to a synchronization protocol to induce the emergence
of a new follicular wave. Follicles were aspirated 1, 3 or 5 d after expected wave emergence
(Gimenes et al. 2010). There was no effect of time of OPU on the variables evaluated. However,
more oocytes were recovered and more embryos were produced from Nelore than Holstein
heifers, as demonstrated in Table 1.

Table 1. Effect of genetic group on oocyte recovery and quality, and developmental competence of Bos indicus
(Nelore) and Bos taurus (Holstein) heifers.

GENETIC GROUP

Nelore Holstein
(n=29) (n=29)
Number of Replicates 6 6
OOCYTE RECOVERY AND QUALITY
Visualized follicles 41.0 + 2.12 22.1 + 1.3°
Total oocytes 37.1 + 2.6* 15.4 + 1.2°
Recovery rate (%) 82.3 + 2.5° 66.8 + 2.8°
Oocytes submitted to IVC 25.6 + 1.8° 9.1 + 0.9°
DEVELOPMENTAL COMPETENCE
Cleaved structures 21.1 + 1.6° 5.2 + 0.5°
Cleavage rate (%) 82.6 + 1.6° 59.9 + 3.6°
Blastocysts 7 d after IVF 7.3 + 0.9* 1.1 + 0.2b
Blastocyst rate (%) 28.3 + 2.8° 14.1 + 2.9°
abp < 0.05.

Similar results were found in another recent study (Sales et al., 2010). Oocyte quality and
quantity of nonlactating cattle was evaluated. In this study, 14 Gir and 14 Holstein cows were
submitted to eight successive OPU sessions performed every 14 d. Gir cows had a greater
number and better quality of oocytes recovered by OPU than Holstein donors (Table 2).
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Ovarian superstimulation with gonadotropins has been reported to increase the number
of oocytes retrieved by OPU as compared to nonstimulated Bos taurus cattle (Blondin et al.,
1997, 2002). However, this beneficial effect of superestimulation has not been confirmed in
Bos indicus females (Seneda et al. 2004; Monteiro et al. 2009).

Evidence suggests that when Bos taurus cattle experience a “coasting” period (i.e. depriva-
tion of FSH to induce follicle atresia) between hormonal stimulation and slaughterhouse ovary
collection (Goodhand et al. 1999) and from ovary collection to oocyte aspiration (Blondin et al.
1997) in vitro developmental potential of cumulus-oocyte complex (COC) is effected. In both
situations, follicles driven into phases of pseudodominance or early atresia provided COC with
an ideal environment in which to acquire developmental competence (Blondin et al. 2002).
A very high blastocyst rate (80%) was reported by Blondin et al. (2002) after superestimulat-
ing Holstein heifers with FSH and delaying COC retrieval by OPU using a coasting period of
48 hours. Additionally, LH was administered 6 hours before OPU in an attempt to render the
COC more competent. Recently, the same protocol proposed by Blondin et al. (2002) was
simultaneously compared to other protocols used for OPU and in vitro embryo production
(IVP) in Nelore cattle (Monteiro et al. 2009). Their results indicate that ovarian superstimulation
associated with deprivation of FSH and OPU did not increase in vitro embryo production in
Nelore cattle. On the contrary, the highest rate of hatched blastocysts was observed in oocytes
from nonstimulated cows.

Table 2. Effect of genetic group on oocyte recovery and quality of nonlactating Bos indicus (Gir) and Bos taurus
(Holstein) cows.

GENETIC GROUP

Gir Holstein
(n = 14) (n=14)
Number of Replicates 8 8
Visualized follicles 25.5+1.2 23.8%1.1
Total oocytes 23.4+1.6° 14.9+0.9°
Recovery rate (%) 91.2? 61.1°
(2604/2856) (1633/2673)
Oocyte quality
Grade 1 5.3 +£0.5% 1.6 +0.2°
Grade 2 9.8+0.7% 5.2 +0.4°
Grade 3 4.8+0.5 43+0.4
Grade 4 0.9+0.2 1.0+£0.2
Apoptosis by TUNEL (%) 16.6° 40.6%
(21/117) (34/82)

*bP < 0.05.

Further experiments are necessary to understand why Nelore cattle did not respond as well as
Bos taurus breeds to the protocol proposed by Blondin et al. (2002). It may be necessary to
adjust FSH dosage and the “coasting” period to obtain better results in Bos indicus cattle. On
the other hand, perhaps the fact that Nelore females usually have a larger number of follicles
available for OPU precludes the use of superestimulatory protocols that might be useful for
animals with lower number of follicles (Bos taurus).
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Final considerations

Bos indicus and Bos taurus cattle have been mainly used for milk and beef production all over
the world. Although, in general, Bos taurus cattle have been more intensely selected for pro-
duction, a better adaptation to the tropical and sub-tropical environments makes Bos indicus
cattle and crossbreds feasible options for production.

There are, however, significant differences in the reproductive physiology of those genetic
groups, as seen in Table 3, that affect the application of adequate tools for reproductive man-
agement. For example, Bos taurus in general reach puberty sooner and have a shorter gestation
length as compared to Bos indicus cattle (Paschal et al, 1991). Therefore, in order to have a 12
month calving interval, Bos indicus cows must conceive 10 d earlier than Bos taurus cattle.

Table 3. Main differences on reproductive physiology of Bos taurus and Bos indicus females.

Physiology Bos indicus References Bos References
taurus
Age at puberty (months) 16 to 40 Abeygunawardena & 9to 12 Fajersson et al. (1991)

Dematawewa (2004)
Nogueira (2004)

Duration of estrus (hours) 10.9t0 12.9  Pinheiro et al. (1998) 16.3 Mizuta (2003)
Mizuta (2003)

Number of small follicles 30 to 60 Alvarez et al. (2000) 15t0 33 Ginther et al. (1996)
Buratini Jr. et al. (2000) Alvarez et al. (2000)
Carvalho et al. (2008) Carvalho et al. (2008)
Gimenes et al. (2009) Gimenes et al. (2009)
Bastos et al. (2010) Bastos et al. (2010)

Diameter of dominant follicle 5.4 to 7.0 Sartorelli et al. (2005) 8.31t0 9.8 Ginther etal. (1996)

at deviation (mm) Castilho et al. (2007) Sartori et al. (2001)
Ereno et al. (2008) Sartori et al. (2004)
Gimenes et al. (2008) Bastos et al. (2010)
Bastos et al. (2010)

Diameter of largest subordi- 5.3t05.9 Sartorelli et al. (2005) 7.2 Ginther et al. (1996)

nate follicle at deviation (mm) Castilho et al. (2007)

Gimenes et al. (2008)

Diameter related to acquisis- 7.0t0 8.5 Gimenes et al. (2008) 10.0 Sartori et al. (2001)
tion of ovulatory capacity
(mm)

Diameter of ovulatory follicle  11.3to 14.0  Figueiredo etal. (1997) 13.9 to Ginther et al. (1989)
(mm) Sartorelli et al. (2005) 17.1 Sartori et al. (2004)
Mollo et al. (2007)

Diameter of corpus luteum 17 to 21 Segerson et al. (1984) 20to 30  Ginther et al. (1989)
(mm) Rhodes et al. (1995) Kastelic et al. (1990)
Figueiredo et al. (1997) Bastos et al. (2010)

Bastos et al. (2010)

Differences in estrus behavior and ovarian function also make some adjustments of reproductive
management necessary, such as the use of FTAI in postpartum cows. These strategies are also
very useful for high milk-producing cows, due to their lower circulating estradiol. Moreover, the
greater antral follicle population and sensitivity to gonadotropins in Bos indicus cattle, make the
use of superovulation much more affordable than in Bos taurus cattle especially in vitro situations.
Finally, greater sensitivity to the negative feedback of steroid hormones on the hypothalamus/
pituitary makes a dose reduction necessary during hormone treatments in Bos indicus cattle.
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Segue trabalho cientifico publicado durante o periodo do doutorado.
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Objetivou-se avaliar o efeito da alta ingestéo de ma-
téria seca (AIMS) sobre a resposta superovulatéria de vacas
mesticas Nelore x Simental. Quatorze vacas ndo lactantes,
com escore de condicdo corporal (ECC) igual a 4,0 (escala
de 1 a 5), foram divididas aleatoriamente em dois grupos
(Manutengdo=M ou alta ingestdo de matéria seca=AIMS).
De sete dias antes do inicio da superovulagdo (SOV) até o
final das aplicacdes de FSH, as vacas do grupo AIMS rece-
beram dieta com 180% da manuteng&o. O grupo M recebeu
dieta de manutencéo. Sete dias ap6s a IA, os embrides foram
colhidos e avaliados. Quarenta dias ap0s, inverteram-se 0s

RESUMO

tratamentos e realizou-se uma nova SOV. Para comparagéo
entre os grupos, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados
estdo apresentados em média + erro-padrdo. O nimero de fo-
liculos recrutados detectados por ultrassonografia (19,6+1,8
e 16,4+2,0) e ovulados (15,0+1,6 e 13,0+1,6) ndo diferiu
entre os grupos M e AIMS, respectivamente (P>0,10). En-
tretanto, os nUmeros de estruturas totais (14,1+2,3 e 9,5+1,5)
e embrides vidveis (10,1+2,1 e 6,7+1,5) colhidos foram
maiores no grupo M (P<0,05). Conclui-se que, nas condigdes
deste estudo, AIMS previamente a SOV pode comprometer
a producdo embrionéria em vacas de elevado ECC.

PALAVRAS-CHAVES: Bovinos, embrido, nutri¢cdo, superovulagéo.

ABSTRACT

INFLUENCE OF HIGH DRY MATTER INTAKE ON THE SUPEROVULATORY RESPONSE
OF CROSSBRED COWS

This study investigated the effect of high dry matter
intake (Flushing) on the superovulatory response of crossbred
Nelore x Simmental cows. Fourteen non-lactating cows, with
amean body condition score (BCS) of 4.0 (scale from 1 to 5)
were randomly assigned into two groups (Maintenance=M
or Flushing=F). Seven days prior to onset of superovulation
(SOV) until the last day of treatment with FSH, group F
cows were fed a diet to achieve 180% of maintenance.
Group M cows were fed a maintenance diet. Seven days
after Al, embryos were collected and evaluated. Forty
days later, the treatment groups were inverted and another

KEY WORDS: Bovine, embryo, nutrition, superovulation.

SOV was realized. Variables were compared by paired t
test and data are presented as mean + SEM. The number of
recruited (19.6+1.8 and 16.4+2.0) and ovulated (15.0+1.6
and 13.0+1.6) follicles detected by ultrasonography did not
differ between the M and F groups, respectively (P>0.10).
However, the total number of embryos/ova (14.1+2.3 and
9.5£1.5) and the number of viable embryos (10.1+2.1 and
6.7+1.5) recovered were greater in group M (P<0.05). Under
the conditions of this study, we conclude that nutritional
flushing previously to SOV may compromise embryo
production in cows with high BCS.
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INTRODUCAO

Um dos maiores entraves dos programas
comerciais de transferéncia de embrides (TE) é a
grande variacdo individual ao tratamento superes-
timulatorio (MAPLETOFT etal., 2002; NOGUEI-
RAetal., 2002; BARROS & NOGUEIRA, 2004),
observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus
(BARUSELLI et al., 2003) quanto em Bos taurus
(SARTORI et al., 2003, 2004). A variabilidade na
resposta ovariana esté relacionada aos diferentes
protocolos de superovulagdo (SOV), mas também
ao estado nutricional do animal (YAAKUB et al.,
1999). Em geral, fémeas de elevado mérito genéti-
€0, que séo utilizadas como doadoras de embrides,
ndo estdo sob um manejo nutricional adequado, 0
gue pode comprometer os resultados de TE.

Além das alteracdes nutricionais, 0 escore
de condicdo corporal (ECC) e o nivel energético
da dieta também estdo entre os fatores que mais
afetam o desempenho reprodutivo da fémea bovi-
na (WEBB et al., 2004). Estes podem influenciar,
de forma sinérgica ou antagonica, diversos fatores
que regulam o desenvolvimento folicular ovariano
e a esteroidogénese, refletindo quali e quantitati-
vamente na producdo de embrides (RHODES et
al., 1995; ADAMIAK et al., 2005).

Dessa forma, pode-se afirmar que a resposta
superovulatéria pode ser influenciada por fatores
intrinsecos (relacionados ao animal) e extrinsecos
(ambiente), dentre eles a nutricdo (WEBB et al.,
2004). Trabalhos que foram desenvolvidos com
0 objetivo de aumentar o nimero de foliculos re-
crutados mostraram que a populacao folicular pre-
sente na fase de recrutamento é pré-requisito para
melhorar a resposta aos protocolos de SOV e, con-
sequentemente, melhorar a eficiéncia reprodutiva
dos animais domésticos (FORTUNE, 2003). Até
0 presente momento, o flushing nutricional (curto
periodo de superalimentacdo) (GUTIERREZ et
al., 1997; ARMSTRONG et al., 2001; GONG et
al., 2002) e o uso do rbST (somatotropina bovina
recombinante) (GONG et al., 1991; BURATINI
et al., 2000) mostraram ser os principais fatores
capazes de influenciar positivamente o nimero de
foliculos recrutados e/ou a resposta aos protocolos
de SOV.

Embora 0 aumento da ingestdo energética
possa alterar o perfil dos horménios metabdlicos,
principalmente IGF-I e insulina, e afetar o desen-
volvimento folicular (ARMSTRONG et al., 2001),
0 periodo minimo necessario para que este aporte
energético tenha efeito sobre o nimero de foliculos
recrutados ainda precisa ser determinado.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a
influéncia da alta ingestdo de matéria seca (AIMS)
sete dias antes do inicio e durante a superesti-
mulacdo ovariana com FSH, sobre a resposta
superestimulatéria, superovulatoria e producao
embrionaria, em vacas mesticas F1 Nelore x
Simental.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatorze vacas nédo lac-
tantes, mestigcas F1 Nelore x Simental, com idade
entre cinco e seis anos, peso médio de 500,0 kg
e ECC 4,0 (escalade 1 a5; HOUGHTON et al.,
1990), que passaram por exame ginecoldgico antes
do inicio do experimento e encontravam-se sem
alteracOes reprodutivas detectaveis.

As vacas foram divididas aleatoriamente
em dois grupos experimentais (Manutencédo e
AIMS) e mantidas em sistema de pastejo com
Brachiaria decumbens, mineralizagdo adequada e
agua a vontade, em um delineamento experimental
Cross-over.

Trés semanas antes do inicio da SOV, as
vacas passaram a receber uma dieta de adaptacédo
a fim de se evitar complica¢Ges rumenais durante
0 experimento, devido ao maior aporte nutricional.
Durante essa adaptacéo, 0s animais permaneceram
em um piguete com pouca oferta de gramineas e
com suplementacéo a base de silagem de milho e
fonte proteica a base de NNP, em niveis proximos
aos de manutencdo. Sete dias antes do inicio da
SOV as vacas foram transferidas para piquetes
sem gramineas e passaram a ser alimentadas ex-
clusivamente com dieta balanceada, sal mineral
e dgua a vontade. A dieta do grupo Manutencéo
foi ajustada para 100% das necessidades diarias
de mantenca, totalizando uma ingestao de 2,03%
do peso vivo (PV) por dia. O grupo AIMS rece-
beu uma dieta ajustada para 180% em relacdo

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 4, p. 1066-1073, out./dez. 2009



1068

BASTOS, M. R. etal.

a manutencdo (ingestdo total de 3,65% do PV/
dia). O encerramento da AIMS coincidiu com a
ultima aplicacdo de FSH, totalizando onze dias
de duracdo. Para que houvesse pouca competicdo
pela dieta fornecida, e para assegurar um consumo
alimentar relativamente uniforme entre as vacas,
respeitou-se uma medida minima de comprimento
de cocho de 70 cm por animal.

Apos esse periodo, as vacas do grupo AIMS
retornaram a dieta de manutencao até o momento
da colheita dos embrides e, apos as colheitas,

todas as vacas retornaram ao sistema de pastejo
em Brachiaria decumbens, com suplementagéo
mineral adequada e 4gua a vontade. Quarenta
dias apos, foi realizada uma outra repeticdo do
experimento, e os tratamentos foram invertidos,
ou seja, 0 grupo Manutencdo passou a ser 0 grupo
AIMS e vice-versa.

A composicdo centesimal e as percentagens
de matéria seca (MS), nutrientes digestiveis totais
(NDT) e proteina bruta (PB) da dieta oferecida
estdo ilustradas na Tabela 1.

TABELA 1. Composi¢do centesimal, percentagens de matéria seca (MS), nutrientes digestiveis totais (NDT), e proteina

bruta (PB) da dieta experimental*

Componentes % na dieta % de MS % de NDT % de PB
Feno de coast-cross 36,7 85,0 50,0 10,0
Silagem de milho 18,0 25,0 62,8 7,5
Milho moido 24,4 90,0 80,0 9,0
Farelo de trigo 12,4 90,0 70,0 14,0
Concentrado* 8,5 90,0 65,0 22,0
Dieta total - 76,5 63,4 10,8

1. Valores calculados por tabela. *Quantidades por quilo do produto (Boido PPU, Integral Nutrigdo Animal, Goiania, GO): antioxidante (320,0 mg), calcio
(39,4 g), cobalto (32,0 mg), cobre (240,0 mg), enxofre (14,4 g), ferro (320,0 mg), flGor (méx) (542,0 mg), fésforo (32,8 g), iodo (48,0 mg), magnésio
(99,6g), manganés (160,0 mg), nitrogénio nao proteico (80,87 g), NNP equiv. proteina (méx) (50,50 %), palatabilizante (200 g), proteina bruta minima
(52,6 %), selénio (4,8 mg), sédio (118,8 g), solub.do fésforo (P) em acido citrico a 2% (min) (90,0%), vitamina A (4000,0 Ul/kg), vitamina E (40,0 Ul/

kg), zinco (960,0 mg), relagéo calcio: fésforo (min) (1,2:1).

Trés dias apds o inicio do fornecimento das
dietas experimentais (Manutencao ou AIMS), to-
das as vacas foram sincronizadas com dispositivo
intravaginal de progesterona (P4; DIB, Sintex
S.A., Argentina) e 2,0 mg de benzoato de estradiol
(BE; Ric-BE, Syntex S.A., Argentina) e foram
superovuladas com FSH seguindo o protocolo
de TE em tempo fixo descrito na Figura 1. Cada
vaca recebeu oito inje¢Oes im de FSH a cada doze
horas, em doses decrescentes, utilizando-se uma
dose total de 250 Ul de FSH (Pluset, Calier, S.A.,
Barcelona, Espanha) e 0,150 mg de prostaglandina
F2a (PG F2a; D-Cloprostenol; Prolise; ARSAS.
R. L., Buenos Aires, Argentina) simultanea a sexta
e sétima aplicacdo de FSH. A retirada do disposi-
tivo intravaginal de progesterona foi simultanea a
sexta aplicacdo do FSH. Doze horas ap0s a Ultima

aplicacdo de FSH, induziu-se a ovulagcdo com 0,05
mg de GnRH (acetato de gonadorelina; Gestran
Plus; ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina).
Doze e 24 horas apo6s a aplicacdo do indutor da
ovulacdo, as vacas foram inseminadas artificial-
mente com sémen congelado de uma mesma
partida de um mesmo touro, e os embrides foram
colhidos sete dias apds a injecdo para inducéo da
ovulacdo. Apos a colheita, as vacas receberam
0,150 mg de PGF2a (D-Cloprostenol; Prolise) e
retornaram ao pasto.

Os exames ultrassonograficos foram realiza-
dos por um Unico operador, mediante um aparelho
de ultrassom em tempo real (Aloka SSD-500 V;
Corometrics Medical Sistems Inc., Wallingford,
CT, USA) com transdutor linear transretal de 7,5
MHz.
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FIGURA 1. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o periodo das dietas experimentais, o pro-
tocolo de superestimulag@o ovariana e 0s exames ultrassonogréaficos. Legenda: D-24 a D15 = dias em relagéo ao inicio do
protocolo de superestimulagdo (DO); P4 = implante de progesterona, BE = benzoato de estradiol, FSH = horménio foliculo
estimulante; PGF = prostaglandina F2a, GnRH = hormonio liberador de gonadotrofina; 1A = inseminagdo artificial; US =
exame ultrassonogréafico. AIMS = alta ingestdo de matéria seca (180% em relagéo a dieta de manutencao).

Exames ultrassonogréaficos ovarianos foram
realizados no ato da primeira e da Ultima aplica-
cao de FSH, e dois e sete dias apds a inducdo da
ovulacdo (Figura 1). Na avaliacéo realizada no dia
da primeira aplicacéo de FSH, contaram-se apenas
foliculos pequenos (3,0 a 5,0 mm de didametro), e
na avaliacéo do dia da ultima aplicacdo de FSH e
dois dias apds a inducdo da ovulacdo, contaram-se
apenas os foliculos com diametro > 6,0 mm.

Para realizacéo das colheitas dos embrides,
as vacas foram contidas em tronco individual e
procedeu-se a anestesia peridural com 4,0 mL de
lidocaina 2,0%. Aplicou-se a técnica de colheita
dupla, relatada por CASTRO NETO et al. (2005),
em que se posicionou o baldo do catéter de Foley
no corpo uterino justaposto ao oOstio cranial da
cérvix, empregando-se, em meédia, 1.000 mL de
Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) por
animal. Apos a lavagem uterina, o Gtero foi preen-
chido com DPBS e o catéter mantido no local com
sua abertura lacrada com uma presilha de filtro
de coleta. Em seguida, as vacas foram soltas e
retornaram ao tronco vinte minutos depois, para
a remogdo do DPBS que estava no Utero e para a
realizacdo de um segundo lavado com um volume
extra de 500 mL de DPBS. O lavado uterino foi
colhido em filtro de 75 pm, com devida identi-
ficacdo para cada animal e transportado para o

laboratdrio, onde os embrides foram rastreados e
avaliados em estereomicroscopio (Zeiss — Stemi
SV6, Holanda). Classificaram-se os embrides
segundo o grau de desenvolvimento e qualidade,
de acordo com o manual da International Embryo
Transfer Society — IETS (STRINGFELLOW &
SIEDEL, 1999). Embrides de graus 1 a 3 foram
considerados viaveis.

Todas as varidveis apresentaram homosce-
dasticidade pelo teste de Cochran e distribuigéo
normal pelo teste de Lilliefors, exceto o niUmero
de corpos luteos, que sofreu transformacéo loga-
ritmica, passando a ter distribui¢cdo normal. Para
comparar as variaveis entre 0s grupos, utilizou-se
o teste t pareado. Os resultados estdo apresentados
sob a forma de média + erro-padrdo da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizando sete dias de
fornecimento da AIMS antes do inicio da SOV, ndo
foi observada diferenca entre os tratamentos Ma-
nutencdo e AIMS (P > 0,10) quanto ao nimero de
foliculos recrutados na onda folicular sincroniza-
da, quanto a resposta superestimulatoria (nimero
de foliculos no final do tratamento com FSH) e
resposta superovulatéria (nGmero de corpos l0-
teos). No entanto, 0 nimero de estruturas totais e 0
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numero de embrides viaveis mostraram-se maiores
(P < 0,05) no grupo Manutencdo, comparado ao
grupo AIMS (Tabela 2).

TABELA 2. Resultados (média + EPM) da populacao foli-
cular, corpos luteos e embriGes colhidos em vacas recebendo
dieta de Manutencdo ou com alta ingestdo de matéria seca
(AIMS)

Manutengdo AIMS
(n=14) (n=14)

Foliculos de 3a5 mm
(inicio do FSH); 195+18 164220
Foliculos > 6 mm (final
do FSH): n 176+1,8 189+2,6
Corpos luteos; n 150+1,6 13,0+1,6
Estruturas totais; n 14,1 +£2,32 95+1,8"
Embrides viaveis; n 10,7 £ 2,12 6,7 +1,5°

abDiferenca entre os grupos (P < 0,05).

Trabalhos desenvolvidos com novilhas
cruzadas (Hereford x Holandés) demonstraram
que o fornecimento de AIMS (200%) por um
curto periodo de tempo (duas ou trés semanas)
foi capaz de aumentar o nimero de foliculos re-
crutados (GUTIERREZ et al., 1997; GONG et al.,
2002) e, consequentemente, melhorou a resposta
aos protocolos de superovulacdo a base de FSH
(GONG etal., 2002). No entanto, alguns trabalhos
observaram efeito nulo (FRERET et al., 2006) ou
negativo (NOLAN et al., 1998; YAAKUB et al.,
1999; WRENZYCKI et al., 2000; SIDDIQUI et
al., 2002; LOZANO et al., 2003; ADAMIAK et
al., 2005; MOLLO et al., 2007) da alta ingestdo
alimentar sobre o nimero de foliculos recrutados
e sobre a producéo de ovécitos e de embrides.

O efeito positivo da alta ingestdo sobre a
populacdo folicular normalmente € atribuido ao
aumento das concentracdes circulantes de 1GF-I
e, principalmente, insulina. Ambos atuam como
potentes estimuladores da proliferacao de células
da granulosa e da esteroidogénese em bovinos,
além de aumentar a resposta ovariana as gonado-
trofinas (WEBB et al., 2004). No entanto, a insu-

lina responde de forma mais aguda as alteracdes
na dieta do que o IGF-I (WEBB et al., 2004). Até
0 presente momento, o periodo minimo de AIMS
em que se detectou diferenca nas concentragoes
de insulina e de IGF-I foi de dez dias, mas ndo
se sabe se esta diferenca ja estava presente antes,
uma vez que ndo foram feitas dosagens prévias
(ARMSTRONG etal., 2001). Com base nos resul-
tados de ARMSTRONG et al. (2001), o presente
estudo optou por aumentar a ingestdo alimentar
por apenas sete dias antes do inicio do protoco-
lo de SOV, a fim de se verificar se esse periodo
de AIMS seria suficiente para elevar o nimero
de foliculos recrutados e, consequentemente, a
resposta superovulatoria, de forma que também
resultasse em menor ganho de peso dos animais
durante o tratamento e menor custo. No entanto,
sete dias de AIMS, antes do inicio da SOV, ndo
foi suficiente para alterar a populacao de foliculos
recrutados no inicio de uma onda. O fato de ndo ter
sido encontrada diferenca no nimero de foliculos
recrutados na onda sincronizada, possivelmente,
ocorreu pelo elevado ECC dos animais utilizados
neste experimento. De fato, ADAMIAK et al.
(2005) observaram que animais hiperinsulinémi-
cos (fémeas com elevado ECC e submetidas a alta
ingestdo alimentar) apresentaram menor nimero
de foliculos totais no ovario e menor nimero de
ovécitos maturados e blastocistos produzidos ap6s
cultivo in vitro. Provavelmente, neste estudo, a
associacdo AIMS e elevado ECC dos animais im-
pediu um possivel efeito positivo sobre o nimero
de foliculos recrutados. Além disso, esse periodo
de sete dias de AIMS antes da SOV talvez nédo
tenha sido suficientemente longo para alterar o
recrutamento folicular, como descrito por ADA-
MIAK et al. (2005).

Com relacdo & produgdo embrionéria, o
fornecimento de AIMS por sete dias antes e mais
quatro dias durante a superestimulacdo ovariana
reduziu o nimero de estruturas totais e embrides
viaveis colhidos. Apesar de a insulina e o IGF-I
ndo terem sido dosados neste trabalho, acredita-
se que sete dias de AIMS tenham sido suficiente
para alterar a concentracdo circulante desses hor-
maonios, principalmente a de insulina, em virtude
do efeito negativo sobre a producdo embrionaria,

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 4, p. 1066-1073, out./dez. 2009



Influéncia da alta ingestdo de matéria seca na resposta superovulatéria em vacas mesticas

1071

observado neste trabalho. Dados publicados suge-
rem que a AIMS associada a um elevado ECC nos
animais possa exercer um efeito deletério sobre
a maturacdo ovocitaria e producdo de embriGes,
possivelmente pelo excesso de IGF-1 (WEBB et
al., 2004) e pela hiperinsulinemia (ADAMIAK et
al., 2005), o que pode ter ocorrido neste experi-
mento, por terem sido usados animais com ECC
médio igual a 4,0. Além disso, deve-se considerar
que a permanéncia da AIMS durante as aplicacdes
de FSH também possa ter resultado num efeito
deletério sobre os ovocitos.

Corroborando os resultados negativos obser-
vados sobre a producdo e qualidade embrionéria
nos animais submetidos a AIMS, YAAKUB et al.
(1999) e WRENZYCKI et al. (2000) mostraram
que novilhas que receberam quantidade restrita
de concentrado produziram maior nUmero de em-
bribes e de qualidade superior quando comparadas
a novilhas que receberam dieta a vontade. Simi-
larmente, trabalhos com novilhas da raca Nelore
(MOLLO et al., 2007) observaram gque 0 nUmero
de embrides colhidos foi superior no grupo de
baixa ingestdo alimentar.

Dessa forma, acredita-se que o efeito positi-
vo da AIMS sobre a populacéo folicular, a resposta
superovulatéria e a producdo embrionaria seja de-
pendente do estado metabdlico em que o animal se
encontra no momento em que a dieta é fornecida.
SIDDIQUI et al. (2002) sugeriram que um nivel
nutricional que limite o ECC em 2,5 a 3,0 (escala
de 1 a5), em vacas zebus antes de um tratamento
de superovulacgdo, seja melhor do que um alto
nivel nutricional. Em concordancia, ADAMIAK
et al. (2005), além de mostrarem efeito negativo
da hiperinsulinemia na qualidade dos ovocitos,
sugeriram que o efeito do nivel nutricional sobre as
qualidades ovocitaria e embrionaria é dependente
do ECC inicial da fémea bovina. Outra possibilida-
de a ser considerada é que esses animais estavam
a pasto antes do experimento e, durante parte do
experimento, ficaram totalmente confinados com
dieta exclusivamente no cocho. Portanto, ndo se
pode descartar a possibilidade de o confinamento
desses animais, mesmo que apenas com dieta
de manutencéo, durante o periodo de adaptacédo
experimental, ter resultado no efeito semelhante

ao esperado com a AIMS e, apds o periodo de
adaptacédo, quando passaram a receber a dieta de
alta ingestdo, este maior aporte energético tenha
sido excessivo, comprometendo a produ¢do em-
brionéria desses animais.

CONCLUSOES

Aalta ingestdo de matéria seca, previamente
a SOV, pode comprometer a producao embrionaria
em vacas de elevado ECC.
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