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Resumo
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da alta ou baixa ingestao alimentar
na producédo in vitro de embrides e na fungdo ovariana em bovinos. Vinte vacas
aneloradas nao lactantes com ECC de 2,9 (1 a 5) e pesando 410,5 kg ficaram 14
dias em adaptagdo a dieta de manutencdo. Em seguida, foram divididas
aleatoriamente em dois grupos experimentais recebendo dietas de 170% (alta
ingestédo) ou 66% (baixa ingestao) em relagcdo a manutengdo durante 56 dias. Com
21 dias nas dietas experimentais, as vacas tiveram o estro sincronizado para
posterior avaliagdo dos ovarios e coleta de sangue diariamente até seis dias apds a
ovulagdo. Dosagens de progesterona foram realizadas no Dia 7 do ciclo estral, de
estradiol, IGF-I, FSH e insulina no periodo peri-ovulatoério, além de avaliagdo de FSH
e insulina no inicio das aspiragdes. Entre 7 e 10 dias apds o estro, todos os foliculos
com diametro acima de 5 mm foram aspirados através de ultra-sonografia
transvaginal e as vacas receberam aplicacdo de cloprostenol, além da colocagao de
um implante auricular de norgestomet. Quatro dias apds, as vacas foram submetidas
a aspiragao folicular seriada (intervalo de 3 e 4 dias). Os ovdcitos coletados foram
classificados, maturados, fecundados in vitro e incubados por 7 dias. Os embrides
de qualidade | foram submetidos a avaliacdo de expressdo génica para os genes
INF-t, GRB-10, CATALASE, GPX-4, Mn-SOD, e BAX através da técnica de RT-PCR
semiquantitativa. As vacas ganharam 0,96 kg/dia de PV e perderam 0,93 kg/dia de
PV nos grupos de alta e baixa ingestdo alimentar. O didmetro do foliculo ovulatério
nao diferiu entre os grupos (P>0,10). O grupo de alta ingestéo alimentar apresentou
um pico pré-ovulatério de estradiol sérico menor que o0 grupo baixa ingestao
alimentar. Nao detectou-se diferengca entre os grupos no volume luteal e na
concentragdo seérica de progesterona. As concentragbes séricas de FSH, IGF-Il e
insulina no periodo peri-ovulatério também nao diferiram entre os tratamentos. As
concentracdes de FSH e insulina no inicio das aspiragdes tiveram uma tendéncia a
serem maiores nos animais com alta ingestao alimentar (0,05<P<0,10). No momento
das OPUs, o numero de foliculos >3 mm aspirados foi maior no grupo alta ingestéao
em relagdo ao grupo baixa ingestdo assim como o tamanho do maior foliculo. Nao
houve diferengca no numero de ovdcitos por coleta, mas observou-se uma tendéncia
na taxa de ovocitos de qualidade superior ser maior no grupo baixa ingestao
alimentar. Também nao detectou-se diferenga na taxa de clivagem, no numero e

taxa de embrides e no numero e taxa de blastocistos dos ovécitos de qualidade



superior, inferior ou total entre os dois grupos. Quanto a expressao dos genes
avaliados nos embrides, a do gene BAX foi maior no grupo de baixa ingestao
alimentar, entretanto, ndo houve diferenga na expressao nos outros genes. Por outro
lado, a expressédo global foi maior no grupo de baixa ingestdo alimentar. Os
resultados sugerem que alteragbes na dieta podem interferir tanto na fungao

ovariana quanto na producédo de embrides em bovinos.

Palavras chaves: nutricdo, embrido, ovario, bovino



Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of high or low feed intake on in
vitro embryo production and on ovarian function in zebu cows. Twenty nonlactating
zebu cows with body condition 2.9 (1 a 5) and weighing 410.5 kg received
maintenance diet during 14 days. After this, they were randomly divided into two
groups that received 170% (high feed intake) or 66% (low feed intake) of the
maintenance diet during 56 days. Within 21 days on the experimental diets, the cows
had estrus synchronized to posterior evaluation of the ovaries and daily blood
samples collection until six days after ovulation. Evaluation of serum progesterone
was realized on Day 7 of the estrus cycle, of estradiol, IGF-l, FSH and insulin was
determined at the periovulatory period, and the evaluation of FSH and insulin at the
beginning of aspiration. Between 7 and 10 days after estrus, all follicles with diameter
above Smm were aspirated by transvaginal ultrasound and the cows received 150 ug
of d-Cloprostenol im, in addition to a norgestomet ear implant. Four days after
implant insertion, the cows were submitted to serial ovum pick up. The recovered
oocytes were classified, matured, in vitro fertilized, and incubated for 7 days. The

quality | embryos were submitted to evaluation of the genes INF-t, GRB-10,

CATALASE, GPX-4, Mn-SOD and BAX by the RT-PCR technique. The cows have
gained 0.96 kg/day of BW and have lost 0.93 kg/day of BW on high and low feed
intake groups, respectively. The diameter of the ovulatory follicle did not differ
between groups (P>0.10). The high feed intake group presented a lower preovulatory
estradiol surge as compared with cows in the low feed intake group. We were not
able to detect difference between the groups for luteal tissue volume and for serum
progesterone concentration. The serum FSH, IGF-I and insulin concentrations at the
periovulatory period also did not differ between the treatments. FSH and insulin
concentrations at the beginning of aspirations had a tendency to be greater for the
animals that received high feed intake (0.05<P<0.10). At the time of OPUs, the
number of >3 mm follicles observed and aspired in the ovaries was greater in group
high than low feed intake, as well as the size of the largest follicle. There was no
difference in the number of oocytes per collection, but a tendency was observed in
the rate of superior quality oocytes to be greater for the group low feed intake. Also,
there was no difference in the cleavage rate, embryo number and rate and in the

blastocysts number and rate from the superior, inferior or total oocytes between



groups. For the genes evaluated on embryos, only the expression of the BAX gene
was greater in low feed intake group. For the other genes evaluated, there was no
detectable difference in expression between groups. When the global expression of
all genes was evaluated, there was a greater expression on the embryos from the
low feed intake animals. The results suggest that alterations on diet can interfere on

ovarian function, as much as on embryo production in cattle.

Keywords: nutrition, embryo, ovary, bovine
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1. INTRODUGCAO

A utilizacdo de tecnologias de reproducdo assistida vem se tornando
importante quando se deseja aumentar a eficiéncia reprodutiva de um rebanho.
Porém, mais importante que qualquer tecnologia utilizada, € o manejo nutricional
adequado, o qual ira refletir em bons indices tanto no contexto reprodutivo quanto
sanitario dos animais.

Dentre as tecnologias associadas a reprodugao, a produgao in vitro de
embrides tem tido uma participagdo importante devido a crescente demanda de
animais de elevado mérito genético, especialmente da raga Nelore. Atualmente, o
Brasil € um dos paises que mais geram produtos utilizando esta biotecnologia
(Thibier, 2006), porém com resultados variaveis e aquém do ideal. Uma das razdes
para isso é o inadequado manejo nutricional dos animais. Um exemplo que se
observa frequentemente, é o excesso de alimentagcdo para fémeas de elevado
mérito genético que sao utilizadas como doadoras de ovécitos ou embrides.

E sabido que a nutricdo afeta o processo reprodutivo de diferentes
espécies e varios relatos mostram sua influéncia na puberdade, producado de
gametas, desenvolvimento embrionario e placentario e também lactagdo (Martin et
al., 2004).

O balango energético dos animais tem uma alta relagdo com o
desempenho reprodutivo. Para que o animal esteja em balango energético positivo
ou negativo, varios fatores sao importantes, dentre eles, o escore de condigéo
corporal (ECC), as exigéncias nutricionais de acordo com a categoria animal e o
consumo de alimento em relacio as suas necessidades nutricionais.

Scaramuzzi et al. (2006) classificaram os efeitos da nutricdo na
reprodugdo como agudo, dindmico e estatico. O efeito agudo acontece antes de
mudangas no peso corporal, o dindmico esta associado ao aumento no peso
corporal e o estatico com o elevado peso corporal por si.

Para exemplificar o que mudangas na dieta por curto ou longo prazo
podem provocar na reprodugao, ja foi observado que alteragdo na dieta por duas
semanas foi capaz de alterar o perfil metabdlico dos animais e isto provocou

mudancgas na funcéo ovariana (Gutierrez et al., 1997). Mas, para que uma restrigao



alimentar colocasse os animais em condicdo anovulatéria foram necessarias por
volta de 32 semanas (Bossis et al., 1999).

A densidade energética da dieta é o fator nutricional que, a curto prazo,
provoca maiores alteragbes na reprodugdo. Associado a energia contida na dieta, a
quantidade e tipo de proteina também sdao 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 degradagao entre as
fontes de proteina e energia da dieta. Altos niveis de proteina degradavel ou néo
degradavel pelo rumen podem aumentar niveis de uréia e amdnia plasmatica
elevando concentragcbes de aménia no fluido folicular, e seus efeitos no foliculo
poderiam levar a subsequente redugdo na sobrevivéncia embrionaria (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 manutengao associada a um alto ECC tém producao de
embrides prejudicada, e quando associada a um baixo ECC o efeito da dieta pode
ser positivo na produgao de embrides (Adamiak et al., 2005).

Mudangas agudas na dieta, com niveis abaixo ou acima da manutengao,
nao parecem estar associadas as mudancgas nas concentragcées de gonadotrofinas.
Estédo relacionadas principalmente as alteragbes em hormdnios metabdlicos, como
hormonio do crescimento (GH), insulina, fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), ou leptina (Webb et al., 2004).

Além disso, ja foi observado que animais com maior ingestdao alimentar
tém um maior metabolismo hepatico levando a queda nas concentragdes circulantes
de hormoénios esterdides (estradiol e progesterona), apesar de ovularem foliculos
maiores. Esta queda se deve a um aumento na taxa de degradacao hepatica desses
horménios (Parr et al.,, 1993a, b; Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos et al.,
2003).

Mudancgas nutricionais de curta duracdo tém sido estudadas e vém

trazendo informagdes importantes para que se possa langar mao de estratégias no



manejo nutricional dos animais a fim de melhorar os resultados de producéo de
embrides in vivo ou in vitro.

Os mecanismos responsaveis pelo efeito da alimentacédo sobre a fungao
ovariana e qualidade embrionaria dos animais podem ser diversos. Por isso, um
conhecimento mais aprofundado sobre a influéncia da nutricdo na fisiologia
reprodutiva e principalmente, na producao de embrides em bovinos nas condigdes
brasileiras, é importante para o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas
mais efetivas, maximizando-se assim a eficiéncia reprodutiva dessa espécie animal

tdo importante para a agropecuaria.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Influéncia da nutricdo na fungado ovariana, na qualidade do ovécito e

produgcao de embrides

2.1.1. Influéncia da nutricao na fung¢ao ovariana

A nutricao pode afetar a reproducao através do eixo hipotalamo-hipofise-
gbnada, tendo efeito ovariano indireto, além de ter efeito direto no ovario através de
fatores sistémicos e locais. Isto se deve a participagdo da nutricdo na foliculogénese,
principalmente através de mecanismos de sinalizagdo metabdlica (Scaramuzzi et al.,
2006), além de alteragao no metabolismo de alguns horménios devido as mudancgas
no fluxo sanguineo hepatico (Parr et al., 1993a, b; Sangsritavong et al., 2002;
Vasconcelos et al., 2003).

Com relacdo a influéncia no eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada, ndo foram
observadas grandes alteragbes quando a mudanga na dieta aconteceu por um
periodo curto. No entanto, a redugdo de glicose associada a dieta restrita pode
influenciar a fungdo hipotalamica e hipofisaria. A restricdo energética parece
promover efeitos inibitérios no eixo hipotalamo-hipdfisario, através da diminui¢cao da
pulsatilidade de secrecédo de hormdnio luteinizante (LH), resultando na reducao do
crescimento folicular (Bossis et al., 1999; Diskin et al., 2003).

Os mecanismos de sinalizagdo e regulagdo da liberagdo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) que podem ser influenciados pela nutricdo ainda
nao sao totalmente entendidos. Acredita-se que opidides enddgenos atuem como
neuromoduladores da liberagdo de GnRH. E neste mecanismo de peptideos
opioides, a restricdo alimentar pode alterar o pulso de GnRH, possivelmente
mediado pelo neuropeptideo Y (NPY), o qual parece desempenhar uma fungéo na
regulacdo da ingestdo alimentar e consequentemente no balango energético dos
ruminantes (McShane et al., 1993). O NPY é um potente inibidor da liberagao de LH
além de estimular a ingestao alimentar, ao contrario da leptina. Além disso, a glicose
aparentemente também age no sistema nervoso central, modulando a liberacéo de
GnRH, consequentemente a liberacdo de LH (Diskin et al., 2003). No entanto, este

processo de controle da liberacdo de GnRH parece influenciar apenas a liberacéo de



LH sem grandes alteragcbes nas concentragcbes de horménio foliculo estimulante
(FSH). Esta informacédo baseia-se em estudos que examinaram os efeitos da
nutricdo na secregdo de FSH e indicaram claramente que a restricdo alimentar
cronica ou aguda nao interferiram precisamente na sintese ou secre¢cado de FSH, e
que a caréncia de FSH n&o impediu a ovulacdo em novilhas submetidas a restricao
alimentar (Diskin et al., 2003).

Bossis et al. (1999) induziram nutricionalmente novilhas de corte a
condigdes anovulatdrias restringindo a dieta e observaram falha na ovulagéo apenas
por volta de 32 semanas apds o inicio da restricdo alimentar. Estes relataram
redugcao nas concentragdes de LH acompanhada de decréscimo nas concentragcdes
de estradiol e faléncia na ovulagdo no ultimo ciclo estral antes de entrarem em
anestro.

Mudancas na dieta por um curto periodo sdo capazes de afetar o
metabolismo dos ruminantes, alterando alguns horménios metabdlicos, dentre eles o
GH, a insulina, o IGF (principalmente o IGF-I) e a leptina, que tém grande
participagdo na fungcédo ovariana (Webb et al., 2004). Porém, estas modificacdes e
suas consequéncias variam de acordo com a condicdo corporal dos animais
(Adamiak et al., 2005).

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos observando aumento no numero
de foliculos recrutados na onda através do aumento dos niveis ingeridos de energia
por um periodo curto de tempo (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002; Freret et
al., 2006). A aplicabilidade desta pratica seria aumentar a resposta superovulatéria
para coleta de embrides in vivo e também para aumentar o numero de foliculos
aspirados para producao de embrides in vitro.

A ingestao de diferentes niveis nutricionais por um periodo curto de tempo
pode influenciar o recrutamento de pequenos foliculos, sem afetar as concentracdes
de FSH (Gutierrez et al., 1997; Armstrong et al., 2001; Gong et al., 2002), resultando
em maior numero de foliculos ovulados apds tratamento superovulatério em animais
com alta ingestao alimentar (Gong et al., 2002). Este aumento tem sido associado a
maior concentracao plasmatica de IGF-| e insulina (Freret et al., 2006). Isto acontece
porque na fase em que os foliculos ndo sdo dependentes de gonadotrofinas (antral),
mas sim de fatores de crescimento (pré-antral), existe uma grande influéncia de
fatores de crescimento na estimulagédo folicular, sobretudo de IGF (Webb et al.,

2004). As concentracoes de IGF estao altamente relacionadas com a dieta ingerida,



portanto, o recrutamento folicular pode potencialmente ser alterado de acordo com a
nutricdo fornecida. Além do IGF, outros horménios (insulina, GH e leptina) podem
estar mediando o efeito da nutrigdo na fungédo ovariana, no entanto os mecanismos
e interacdo entre estes hormdnios ainda nao estdo bem estabelecidos.

Dentre os hormonios metabdlicos que sofrem influéncia da dieta esta o
GH. Foi observado aumento de GH com a adicdo de gordura na dieta de animais
que estavam mantendo peso. Este aumento de GH nao foi acompanhado de
aumento de IGF-I| sérico, porém ocorreu aumento na populacido de foliculos médios
(4,0 a 9,9 mm) e aumento de IGF-I no fluido folicular, mostrando que o GH pode ter
efeito direto no ovario (Thomas et al., 1997). Isto é suportado pelo fato de que ja
foram identificados seus receptores no tecido ovariano em bovinos (Cohick et al.,
1996).

Em estudo com cultivo de células da granulosa na presenga de GH, este
mostrou efeito proliferativo apenas quando ha presenca de insulina (Langhout et al.,
1991). Fortune (2003) descreveu que populagbes de camundongos transgénicos
com super-expressdo de GH bovino tiveram aumento no numero de foliculos pré-
antrais e antrais, e que camundongos sem receptores de GH tiveram concentragdes
plasmaticas de IGF-l e mRNA de IGF-lI ovariano reduzidos. Em bovinos, a
imunizacdo contra fator de liberacdo de GH em novilhas pré-puberes diminuiu o
numero de foliculos grandes sem alterar o numero de foliculos pequenos e médios
(Cohick et al., 1996). O tratamento com GH recombinante em novilhas puberes
aumentou o numero de foliculos pequenos mas nao de grandes (Gong et al., 1991;
Buratini Jr., 2000).

Chase et al. (1998) estudaram bovinos com deficiéncia de receptores de
GH, os quais apresentaram concentracdes altas anormais de GH e baixas de IGF-I,
sem alteragcao nas concentragdes de gonadotrofinas, mas com crescimento folicular
e desenvolvimento do corpo luteo (CL) alterados. Estes descreveram que em
situacbes em que ha deficiéncia de receptores para o GH, ele ndo estimula a
liberacdo de IGF-I, levando ao aumento de GH devido a auséncia do feedback
negativo provocado pelo IGF-I, o qual é o seu regulador primario.

Foi observado um aumento no GH circulante em novilhas com dieta
restrita acompanhado de decréscimo nas concentracdes circulantes de IGF-I,

indicando que o figado é insensivel ao GH em animais subnutridos e a causa desta



resposta reduzida no figado ao GH envolve um decréscimo de receptores de GH
hepaticos (Bossis et al., 1999).

Decréscimo na concentragcdo circulante de GH foi associado a um
aumento em pequenos foliculos em novilhas superalimentadas. Este aumento de
pequenos foliculos foi correlacionado ao aumento de insulina sérica e nao as
concentracdes de GH e IGF-I (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002).

Curiosamente, Cohick et al. (1996) descreveram um efeito do GH no
desenvolvimento folicular através da alteragdo de concentragcdes de |IGFBPs
(proteinas ligadoras de IGF) no fluido folicular quando novilhas pré-puberes foram
imunizadas contra fator de liberagdo de GH. Os autores ainda mostraram que as
concentragdes de IGF-I séricas reduziram drasticamente, embora n&do tenha sido
observada alteragdo no fluido folicular. As IGFBPs tém papel importante na
regulacdo da biodisponibilidade de IGF-I, pois se ligam ao IGF-I livre competindo
com seus receptores (Fortune et al., 2004). No entanto, os mecanismos que
controlam as IGFBPs ainda ndo s&o bem entendidos.

Dietas que modulam a producdo de acetato e propionato no rumen,
acabam direcionando a produgado de glicose, pois 0 propionato € um importante
precursor para a gliconeogénese no figado, aumentando assim a disponibilidade de
energia. As concentragdes de glicose, por sua vez, estdo relacionadas a produgéo
de insulina e IGF-l, modulados pelo GH (Thomas et al., 1997). Novilhas com alta
ingestdo de energia tiveram niveis circulantes de glicose, insulina e IGF-I
aumentados (Freret et al., 2006).

Insulina e IGF-I possuem efeito esteroidogénico nos foliculos, além de
atuarem aumentando a responsividade as gonadotrofinas (Gong et al., 1993). No
entanto, a leptina inibe a esteroidogénese induzida por gonadotrofinas e/ou insulina
in vitro, porém, em niveis fisioldgicos, parece nao ser capaz de alterar a proliferacao
das células da granulosa (Spicer & Francisco, 1997).

Chilliard et al. (2005) mostraram em sua revisdo que a expressao génica
de leptina e as concentragdes plasmaticas da proteina sdo reguladas a curto, médio
e longo prazo pela dieta, nutrientes e horménios (especialmente glicose e insulina),
balango energético, ciclos fisiologicos e fatores ambientais.

Adamiak et al. (2005) mostraram que as concentragdes de leptina
plasmatica estao relacionadas ao nivel de alimentacao e condicido corporal, e estao

envolvidas na acédo da dieta na qualidade do ovécito juntamente com a insulina.



Entretanto, os efeitos da insulina e leptina no crescimento folicular e qualidade do
ovacito nao sao facilmente separados.

Sabe-se que a leptina interfere na fungdo da insulina, pois ela atua na
homeostase de energia (apetite, gasto de energia, particdo de nutrientes entre os
tecidos e composicao corporal), podendo decrescer niveis circulantes de insulina e
estimular o GH (Chilliard et al., 2005).

Quando novilhas de corte (Hereford x Friesian) foram alimentadas com
altos niveis energéticos, foi observado um aumento na taxa de crescimento folicular
durante a primeira e a segunda ondas foliculares comparadas as novilhas ingerindo
baixo nivel de energia (Armstrong et al., 2001). A estimulagao folicular através de
IGF-I e insulina faz com que a taxa de crescimento folicular aumente, determinando
assim, maior diametro do foliculo dominante em animais que recebem dietas com
altos niveis energéticos (Murphy et al., 1991; Armstrong et al., 2001). Ao contrario,
animais em restricdo demonstraram diminuicdo na taxa de crescimento folicular e
diminuicdo do tamanho do foliculo dominante em relagdo a animais recebendo dieta
de manutencao (Bossis et al., 1997).

O tamanho do foliculo dominante também €& influenciado pela
concentracgao circulante de estradiol (que controla a liberagdo de FSH e LH através
de feedback positivo e negativo), podendo estar baixa em animais com alto nivel
dietético devido ao seu maior “clearance” hepatico (Sartori et al., 2004).

Alteragdes na dieta também mudaram o numero de ondas durante o ciclo estral em
novilhas, sendo predominantemente 3 em animais com 70% e 2 em animais com
180% da dieta de manutencdo (Murphy et al.,1991). Estudos recentes no Brasil em

novilhas Nelore, entretanto, ndo confirmaram esses resultados
2.1.2. Influéncia da nutricao na qualidade do ovécito
Como dados da literatura fazem crer que a nutricdo pode afetar todo o processo de

foliculogénese, também ¢é possivel que ocorra alteragées nos ovocitos quanto a sua

qualidade.

*Mollo et al. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Universidade de Brasilia).

Comunicacgao pessoal, 2007.



Os mecanismos pelos quais a nutricdo pode afetar a qualidade do ovdcito
ainda nao estdo bem estabelecidos, necessitando ainda de mais informagdes.
Estudos demonstraram que altos planos nutricionais em ruminantes podem ser
prejudiciais a qualidade do ovdcito, levando a baixas taxas de desenvolvimento pés-
fecundacgao (Nolan, et al., 1998; Armstrong et al., 2001).

Anteriormente, foi mostrado que GH, IGF-I e insulina tém acao direta no
foliculo. Portanto, o ambiente folicular pode ser afetado, alterando concentracdes
intra-foliculares de IGF-I. Thomas et al. (1997) observaram que n&o houve aumento
de IGF-I sérico acompanhando o aumento de GH em novilhas que receberam dieta
com adi¢cao de gordura. Apesar disso as concentragdes de IGF-I no fluido folicular
aumentaram. Armstrong et al. (2001) tiveram resultados indicando que a
superestimulagéo pelo IGF-I pode ser prejudicial ao desenvolvimento do ovdcito,
mostrando que a inducdo nutricional de mudancas no sistema IGF ovariano podem
ter papel chave na regulacédo da qualidade do ovdcito.

Adamiak et al. (2005) observaram um efeito negativo da hiperinsulinemia
na qualidade dos ovdcitos, e esta hiperinsulinemia era provocada por ingestado de
altos niveis nutricionais acompanhados por alta condicdo corporal, mostrando que
os efeitos dependem ndo s6 da quantidade de dieta ingerida, mas também da
condicdo corporal dos animais.

Reducbes nas concentragdes circulantes de estradiol e progesterona
estdo associadas a quantidade de dieta ingerida (Vasconcelos et al., 2003). Stock &
Fortune (1993) demonstraram que o efeito do crescimento folicular prolongado,
evidente quando as concentragbes de progesterona estdo baixas, estava
relacionado a uma fertilidade mais baixa. Isto pode ser importante na definicdo do
ambiente folicular para a maturacado do ovécito e subsequente fecundagao, podendo
estar associado a deterioracdo na qualidade do ovécito. Yaakub et al. (1999)
observaram que a proporgao de estradiol e progesterona no fluido folicular pode ser
importante para definir o ambiente folicular normal para maturacdo do ovdcito e
subsequente fecundacao.

Altos niveis de proteina na dieta também podem afetar o ambiente
folicular, influenciando negativamente a qualidade dos ovadcitos, pois podem elevar
as concentragcdes sanguineas de uréia, amoénia ou ambas (Butler, 2000). Armstrong
et al. (2001) observaram que a qualidade de ovécito de pequenos foliculos foi

negativamente correlacionada com as concentrag¢des de uréia plasmatica.



2.1.3. Influéncia da nutricao na producao de embrides

O “status” nutricional pode ser associado com sobrevivéncia embrionaria,
sendo o maior fator que controla a eficiéncia reprodutiva em tecnologias de
reproducgao assistida (Webb et al., 2004).

Os maiores precursores de energia disponivel para fungao celular em
ruminantes sdo os acidos graxos volateis, mas as quantidades destes s&o dieta-
dependentes. Suplementos concentrados rapidamente fermentados geralmente
favorecem a producdo de propionato, e dietas com fibra que sao fermentadas mais
lentamente, favorecem a producdo de acetato (Yaakub et al., 1999). Baseando-se
nestas informacdes, € importante a manipulagao correta da dieta, pois a quantidade
de concentrado pode interferir na concentracdo de glicose circulante e ter
importantes influéncias na produgao e desenvolvimento embrionario.

Animais alimentados por curto periodo (9 dias) com feno tiveram mais
ovocitos fecundados comparados aos demais recebendo silagem ou silagem e
concentrado, entretanto sem diferengas na producéo de blastocistos in vitro (Yaakub
et al, 1999). Wrenzycki et al. (2000) trataram novilhas com dois tipos de
concentrado, um a base de cevada e outro com polpa citrica mais polpa de
beterraba, fornecendo ambos concentrados ad libitum ou restrito (3 kg/dia) por 116
dias. Este trabalho mostrou que animais ingerindo 3 kg/dia de concentrado
(restricdo) produziram maior numero de embrides transferiveis e o concentrado
polpa citrica associada a polpa de beterraba foi mais favoravel na producao de
embrides transferiveis.

Nolan et al. (1998) ndo observaram efeito da dieta fornecida ad libitum ou
restrita por 10 dias na producao de embrides transferiveis. Entretanto, com 24 horas
de cultivo, uma maior propor¢ao de embrides dos animais com dieta restrita se
desenvolveu ao estagio de blastocisto. Além disso, os embrides deste tratamento
apresentaram um maior numero de células, mostrando diferencas na taxa de
desenvolvimento.

Adamiak et al. (2005) observaram que o fornecimento de altos niveis
alimentares (duas vezes a manutengao) associado a um ECC alto, foi prejudicial a
qualidade ovocitaria e produgdo de embrides. Entretanto, alta ingestdo alimentar em
animais com ECC baixo teve efeito positivo no desenvolvimento embrionario pds-

fecundacgao ao estagio de blastocisto. Ja Freret e al. (2006) fizeram um estudo com



novilhas que inicialmente estavam ganhando 950g de peso vivo por dia e foram
divididas em dois grupos, aumentando (1300g de PV/dia) ou diminuindo (730g de
PV/dia) este ganho. N&o observaram efeitos prejudiciais do maior ganho de peso na
producao de embrides in vitro comparado a novilhas com menor ganho de peso.

A producao de glicose induzida pela dieta pode alterar a sobrevivéncia
embrionaria, sabendo que os embrides bovinos sdo sensiveis a glicose e que em
altas concentragdes no meio de cultura esta inibe o desenvolvimento embrionario in
vitro (Takahashi & First, 1992 apud Wrenzycki et al., 2000).

Altas concentracdes de uréia e amoénia provenientes de altos niveis de
proteina na dieta também podem afetar o ambiente uterino, influenciado o

desenvolvimento embrionario (Butler, 2000).

2.2. Avaliagao da qualidade embrionaria através da expressao génica

A classificagdo morfolégica € comumente usada como critério de avaliagéo
da qualidade embrionaria. Entretanto, estudos recentes tém buscado correlacionar o
aspecto morfolégico a outros métodos nao invasivos, dentre elas o teste de
criotolerancia e testes metabdlicos, assim como técnicas invasivas que envolvem
estudos de expressédo génica. Essas técnicas avaliam a regulagdo génica tanto a
nivel transcricional quanto traducional, permitindo por exemplo a avaliacdo da taxa
de apoptose (Rubio Pomar et al., 2005; Lonergan et al., 2006).

A qualidade do ovécito € um dos fatores determinantes da producao de
embrides, no entanto, o sistema de cultivo pdés-fecundagao determinara a qualidade
dos blastocistos (Rizos et al., 2002). Isto fica claro quando se compara a viabilidade
dos embrides produzidos in vivo e in vitro de mesma avaliagao morfolégica.

Anormalidades detectadas no padrao de expressao de alguns genes de
embrides bovinos produzidos in vitro, quando comparadas ao padrao dos embrides
produzidos in vivo, podem explicar a qualidade reduzida daqueles em termos de
viabilidade apds criopreservacdo (Rizos et al., 2002). Corcoran et al. (2006)
observaram que 85% dos 384 genes identificados em blastocistos produzidos in vivo
e in vitro, foram “down-regulated” em blastocistos cultivados in vitro, e os autores
sugeriram que a razédo pela qual os embrides in vitro sédo de qualidade inferior
aqueles in vivo seja devido a deficiéncia da “maquinaria celular’ associada com a

transcricao e tradugao.



Portanto, diferengas na expressdao de genes, consequentemente na
qualidade embrionaria, podem ocorrer quando se compara o sistema in vivo com o
cultivo in vitro. Mas quando se compara diferentes sistemas de cultivo in vitro,
também sao observadas alteracdes, visto que, embrides pré-implantacdo sao
capazes de se desenvolver em condi¢cdes inadequadas de cultivo, modificando o
perfil de genes importantes para o desenvolvimento (Oliveira et al., 2005; Lonergan
et al., 2006).

A presenga de soro no meio de cultivo, por exemplo, aumentou a
expressao de genes relacionados a apoptose [como o gene Bax (B-cell ymphoma
protein 2 associated protein X)], ao estresse oxidativo [MnSOD (magnésio
superoxido desmutase) e SOX (sarcosine oxidase)] e a de genes relacionados a
comunicacgao através de jungdes gap (LIF, LR-[7); e diminuiu a expressao do gene
IFN-t (interferon 1), relacionado ao reconhecimento materno da gestagcéo e a do
gene Cx43, relacionado a comunicagao através de jungdes gap (Rizos et al., 2003).

Outro estudo analisou a influéncia de alta ou baixa tensao de oxigénio no
ambiente de cultivo, observando alteracdo na expressao do gene Mn-SOD, que é
uma enzima antioxidante. No entanto, isto ndo afetou a produgdo de embrides
(Corréa et al., 2007).

Oliveira et al. (2005) relataram que o aumento da densidade de embrides
no cultivo diminuiu as taxas de clivagem e de blastocisto e aumentou a expressao do
gene Hsp 70.1 (heat shock protein 70.1), que esta diretamente relacionado as
respostas celulares em embrides submetidos ao estresse causado por condicdes
inadequadas de producgao in vitro.

Adicionalmente, Wrenzycki et al. (2000) concluiram que diferengas
observadas na expressao génica e nos substratos metabdlicos de embrides
produzidos in vivo podem ser atribuidas a composi¢cdo e quantidade da dieta
fornecida as novilhas doadoras. Além disso, os autores sugerem que as alteragdes
na expressao génica podem ser usadas como marcadores moleculares para

diferenciar populagdes de embrides produzidos sob diferentes regimes nutricionais.

2.2.1. Gene BAX

A apoptose, ou morte celular programada, tem sido observada em

embrides no estagio de pré-implantacdo em diversas espécies de mamiferos e esta



presumivelmente envolvida na eliminacdo de células anormais ou redundantes
(Rubio Pomar et al., 2005).

Tem um papel importante no desenvolvimento do animal e na
homeostase celular, pois age como um mecanismo de controle de qualidade, o qual
remove células que estdo danificadas, nao funcionais, extraviadas ou
supranumerarias (Paula-Lopes & Hansen, 2002). Makarevich & Markkula (2002)
demonstraram através da técnica de TUNEL (terminal deoxyribonucleotidyl
transferase mediated dUTPneck end labelling), que avalia células em apoptose, que
87% dos blastocistos bovinos cultivados in vitro tiveram reagao Tunel positiva em um
ou mais blastébmeros.

Estudos tém mostrado que dentre varios genes e proteinas envolvidos no
processo de apoptose, membros da familia do gene BCL-2 (gene B-cell lymphoma
protein 2) possuem papel chave na sua regulagdo. Pelo menos 15 membros da
familia do gene BCL-2 em mamiferos tém sido identificados e caracterizados em
dois subgrupos: anti-apoptotico (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, Al, Mcl-1) e pro—apoptdtico
(Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bim, Bad, Bid, Bcl-xs) (apud Yang &
Rajamahendran, 2002).

Yang & Rajamahendran (2002) observaram que a relagao entre o Bax e o
Bcl-2 é determinante critico de sobrevivéncia ou morte celular. Esta relagdo foi um
bom indicativo de qualidade dos embrides produzidos in vitro e de ovocitos. A
expressdo da proteina Bcl-2 foi maior que da proteina Bax em ovdcitos grau |,
embrides de 2-8 células, e blastocistos de boa qualidade. Por outro lado, a
expressao da proteina Bax foi muito maior em relagédo a proteina Bcl-2 em ovdcitos

grau IV e embrides degenerados.

2.2.2. Gene GRB-10

As proteinas Grb (growth factor receptor-bound) Grb7/10/14 séo proteinas
adaptadoras celulares que podem ligar-se a varios receptores tirosina kinases,
assim como a varias proteinas celulares (Holt & Siddle, 2005). Elas se ligam a outras
proteinas para ativar receptores tirosina kinases e entdo regulam ou mediam a
sinalizacado do receptor (Mori et al., 2005). Tem sido sugerido que tém fungdo em

diversos processos celulares, incluindo a regulacdo do crescimento celular e



metabolismo, apoptose e migracdo celular e esta relacionado a ligacdo e a
regulacao de sinais do receptor de insulina e receptor de IGF (Holt & Siddle, 2005).
O gene GRB-10 foi identificado em camundongos como gene “imprinted’
maternalmente expresso (Miyoshi et al., 1998 apud Vecchione et al., 2003). Ele é
expresso maternalmente na maioria dos tecidos e parece estar em todos os estagios
embrionarios (2, 4, 8 e 16-32 células, moérula, blastocisto em D7 e blastocisto
expandido em D8) além de ovocitos maduros em bovinos (Ruddock et al., 2004).

Foi demonstrado que o GRB-10 expresso maternalmente limita o
crescimento, possivelmente através da interagao direta com a sinalizacédo do IGF2,
que é o maior fator de crescimento placentario e embrionario e a perda da fungao do
GRB-10 resultou em super-crescimento fetal e placentario (Charalambous et al.,
2003).

Vaérios genes “imprinted” sdo essenciais para o desenvolvimento fetal e
para a regulagdo do crescimento (Ruddock et al., 2004). Genes paternalmente
expressos devem agir aumentando o crescimento embrionario e placentario,
enquanto que os genes maternalmente expressos devem limitar o crescimento
(Charalambous et al., 2003).

Ramos et al. (2006) observaram que a supressado endogena do GRB-10
levou ao aumento nos niveis da proteina IR (receptor de insulina), entretanto, a
super-expressao reduziu estes niveis, ndo alterando quantidades de RNAm de IR,
demonstrando que a modulagdo ocorre a nivel de proteina. Estes autores
concluiram que além da inibigado da atividade kinase do IR por ligacéo direta ao IR, o
GRB10 também regula negativamente a sinalizacdo da insulina mediando a
estimulacédo da degradagao do seu receptor.

Outro estudo mostrou que o GRB-10 atua como adaptador ligando a
proteina Nedd4 ao receptor de IGF-I, mediando, portanto a ubiquitinacao deste
receptor (Vecchione et al., 2003). Além disso, Morrione et al. (1997) observaram
efeito inibitério do GRB-10 (mGrb1077) na proliferacao celular mediada pelo IGF-I.

2.2.3. Gene IFN-1

O IFN-t, um interferon tipo | é secretado exclusivamente por células do

trofectoderma. E o agente primario responsavel pelo reconhecimento materno da



prenhez em bovinos (Roberts et al., 1992). A secrecdo de IFN-t pelos embrides
pode variar com idade e estagio embrionario, com as condigdes de cultivo a que eles
sao submetidos e com a presenca de outros embrides no mesmo meio de cultivo
(Kubisch et al., 2001).

Transcritos de IFN-t tém sido detectados em blastocistos, mas ndo em
morulas, sugerindo que o inicio da producdo de IFN-T1 pode estar relacionado a

formagao da blastocele (Kubish et al., 2001).

Neira et al. (2007) observaram que embrides de qualidade excelente ou
boa tiveram maior producdo de IFN-T comparados aos embrides de pior qualidade,
mostrando que a produgcdo do IFN-t pode ser um indicador de qualidade
embrionaria. Além disso, o gene IFN-t tem sido utilizado como marcador molecular

da qualidade embrionaria (Rizos et al., 2003).

2.2.4. Genes CATALASE, GPX, Mn-SOD

Embrides bovinos cultivados in vitro podem ser susceptiveis ao estresse
oxidativo. Portanto, o conhecimento sobre os mecanismos de producéao e eliminacao
de radicais de oxigénio em embrides pode ajudar a melhorar a eficiéncia de
sistemas de producao de embribes in vitro (Gordon, 1994).

Embrides adquirem mecanismos de prote¢cdo quando sdo submetidos a
algum tipo de estresse, e esta aquisicdo de tolerancia a estressores ambientais
pode ser devido a aquisicdo de prote¢ao bioquimica ou simplesmente devido ao
aumento no numero de células (Edwards et al., 2001).

Com relacdo a aquisicao de protecdo bioquimica, varias enzimas
antioxidantes protegem embrides contra dano peroxidativo, dentre elas Mn-SOD,
catalase e GPX. A enzima Mn-SOD esta localizada na mitocondria e tém acao de
detoxificagao de espécies oxigénio reativas. O H202, que € o subproduto de agdo da
enzima Mn-SOD, é eliminado pela catalase ou GPX (Guérin et al., 2001). A catalase
e a GPX sdo produzidas durante o estresse oxidativo sendo responsaveis pela
conversdo de radicais livres reativos em H20 (Edwards et al., 2001). Os efeitos do
estresse oxidativo na producdo de embrides vai depender da sua intensidade.
Corréa et al. (2007) submeteram embrides a altas e baixas tensdes de oxigénio, os

quais mostraram alteragdes na expressdo do gene Mn-SOD, que seria uma das
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enzimas que primeiramente € aumentada no estresse oxidativo, com relacdo a
expressao das outras enzimas antioxidantes CATALASE e GPX. Além disso, estes
autores observaram que esta alteragao inicial no sistema antioxidante ndo afetou a

producado de embrides.



3. OBJETIVOS

Adquirir um conhecimento mais aprofundado sobre a fisiologia reprodutiva
e qualidade embrionaria em fémeas bovinas, especialmente em relacdo ao manejo
nutricional dos animais, para melhor utilizarem-se as técnicas de biotecnologia da
reproducao.

Mais especificamente, pretendeu-se avaliar a influéncia da nutricdo na
produgao in vitro de embrides em vacas aneloradas. Paralelamente, objetivou-se
determinar as caracteristicas de crescimento folicular e luteal, concentragdes
sanguineas de IGF-I, insulina, progesterona, estradiol e FSH em animais submetidos

a dois manejos nutricionais diferentes (alta e baixa ingestao alimentar).



4. HIPOTESE

Vacas submetidas a baixa ingestdo alimentar apresentam concentragdes
séricas hormonais (estradiol e progesterona) mais altas, apesar de ovularem
foliculos menores e possuirem tecido luteal menor. Além disso, estes animais
deveriam produzir menos ovdcitos, porém os embrides PIV (produzidos in vitro)
seriam de qualidade superior quando comparados ao grupo com maior ingestéo de
matéria seca.

Embrides PIV provenientes de vacas submetidas a baixa ingestao
alimentar teriam maior expressédo de genes relacionados a embrides de qualidade

superior.



5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais e manejo nutricional

Foram utilizadas 20 vacas aneloradas nao lactantes com ECC inicial de
2,9 (escala de 1 a 5; Houghton et al., 1990) e peso inicial de 410,5 kg. O
experimento foi realizado durante os meses de outubro a dezembro de 2005 no
Campo Experimental Sucupira da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
localizado no municipio do Riacho Fundo-DF.

Todos 0s animais passaram por um periodo de adaptacdo a dieta de
manutencdo de 14 dias. Apds este periodo os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos experimentais recebendo dietas de 170% (alta
ingestado) ou 66% (baixa ingestao) em relagdo a manutencgéo. Esta dieta foi oferecida
durante 56 dias sendo destes, 21 dias de adaptacdo e 35 dias em periodo
experimental, conforme Figura 1. A dieta foi elaborada de acordo com as exigéncias
do NRC (“nutritient requeriments of beef cattle”) para esta categoria animal.
Consistia de 36,6% de feno de coast-cross, 18,3% de silagem de milho, 24,4% de
milho moido, 12,2% de farelo de trigo e 8,5% de concentrado comercial (Boido
PPU®, Integral Nutricdo Animal, Goiania, Goias, Brasil). Os animais ingeriram 1,52%,
2,74% e 1,06% em relagcdo ao peso vivo das dietas de manutencéao, alta e baixa
ingestao alimentar, respectivamente. O concentrado forneceu 12 g/kg de Ca, 9 g/kg
de P, 1000 Ul/kg de vitamina A.

As porcentagens de matéria seca (MS), nutrientes digestiveis totais (NDT)
e proteina bruta (PB) dos componentes da dieta oferecida estao ilustrados na Tabela

1 e a ingestao diaria das dietas estao apresentadas na Tabela 2.



Tabela 1. Composicao de MS, NDT e PB da dieta dos animais que estavam

recebendo dieta de manutencao, e em seguida, as dietas de baixa ou alta ingestao.

Componentes Matéria seca (%) NDT (%) PB (%)
Feno coast-cross 85 50 10
Silagem milho 25 62,8 7,5
Milho 90 80 9
Trigo 90 70 14
Concentrado 90 65 22
Média total 37,9 62,4 11,52

Tabela 2. Ingestao diaria de nutrientes da dieta manutencado, de engorda (170% da

dieta de manutencéo) e de restricdo alimentar (66% da dieta de manutencgao).

Consumo de MS Proteina total NDT

Dieta (Kg) (Kg) (Kg)
Manutencéao 6,25 0,70 3,9
Restricao (66%) 4,37 0,49 2,7
Engorda (170%) 11,25 1,277 7,1

O peso corporal e ECC foram avaliados semanalmente e a dieta era
ajustada de acordo com o peso dos animais. As vacas foram alojadas em dois
piquetes sem gramineas onde tinham acesso a dieta oferecida, além de agua e sal

mineral ad libitum.
5.2. Sincronizagao do estro e aspiracao folicular

No fim do periodo de adaptacao as dietas experimentais, as vacas tiveram
o estro sincronizado. Foi aplicado, 50 ug i.m. de GnRH (Gestran Plus®, Tecnopec,
S&o Paulo, Brasil) e colocacdo de implante intravaginal de progesterona (DIB®,
Syntex, Buenos Aires, Argentina) no Dia 0. Apo6s 7 dias, retirou-se o implante e
aplicou-se 150 pg i.m. de prostaglandina F2(1 (Veteglan®, Calier, S30 Paulo, Brasil).
A partir deste dia (com 21 dias em adaptacédo as dietas experimentais) os ovarios
foram avaliados diariamente com ultra-som (Aloka SSD-500, Japao) acoplado de
probe linear de 7,5 MHz (Aloka, Japao) até ovulagédo, avaliando-se o tamanho do

foliculo ovulatério. Amostras de sangue no dia do estro e da ovulagdo foram



coletadas para avaliagao das concentragdes séricas de estradiol, IGF-I total, insulina
e FSH. Seis dias ap6s a ovulacao foi avaliado o tamanho do CL através de ultra-
sonografia e coletado sangue para avaliagdo da concentragdo sérica de
progesterona.

Antes de iniciar as aspiragoes, entre 7 e 10 dias apds o estro, todos os
foliculos com diametro acima de 5 mm foram aspirados através de ultra-sonografia
transvaginal. No mesmo dia os animais receberam 150 ug i.m. de prostaglandina
(Veteglan®, Calier, Sdo Paulo, Brasil), além da colocacdo de um implante auricular
de norgestomet (Crestar®, Intervet, México).

Quatro dias apds a colocagao do implante, as vacas foram submetidas a
aspiracéao folicular (OPU) seriada com intervalos alternados de 3 e 4 dias entre as
coletas perfazendo um total de 7 coletas por vaca.

As aspiragdes foliculares foram realizadas com auxilio de ultra-som (Aloka
SSD-500, Japao) e transdutor convexo de 5 MHz (Aloka USD994T-5, Japao)
acoplados a uma bomba de vacuo (Cook VMAR-5100, Australia). Previamente as
aspiracoes era realizada anestesia epidural baixa com lidocaina 2% (Pearson,
Eurofarma, Brasil) e higienizagdo da regido perineal. O numero de foliculos
pequenos (3 a 5,5 mm), médios (6 a 8,5 mm) e grandes (>9 mm) presentes no
ovario e o tamanho do maior foliculo eram registrados. Os foliculos visualizados
eram aspirados e o numero e seus tamanhos também registrados. Coletas de
sangue foram feitas nos dias das aspiragoes.

O meio de pungao utilizado foi o PBS (phosfhate buffered saline)
acrescido de 1% de soro fetal bovino (SFB — Invitrogen - Gibco®) e 0,1% de heparina
sédica (Liquemine® 25.000 UI/5mL, Roche, Brasil). A pressdo da bomba de vacuo foi
de 80 mmHg, equivalente a 13 mL/min neste sistema de agulha longa utilizando
catéter de 16G (Jelco, Johnson e Johnson, Bélgica) conectado a um sistema de
puncéo (Handle Cook, Australia). O sistema era acoplado a um tubo de 50 mL (TPP,
Suiga). Portanto, o liquido aspirado passava por este sistema e se depositava no
tubo. No fim da aspiragao o sistema era lavado com o meio de puncao e levado

imediatamente para o laboratério.
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Figura 1. Esquema do delineamento experimental. Os animais ficaram por duas
semanas na dieta de manutengao, posteriormente trés semanas em adaptacdo a
dieta experimental (alta ingestao e baixa ingestao) e em seguida iniciou-se o periodo
experimental, com as mesmas dietas de alta (170% da manutengdo) e baixa
ingestao (66% da manutengao). No fim do periodo de adaptagdo os animais tiveram
o estro sincronizado e sete a 10 dias apds foi feita a aspiracédo (OPU) dos foliculos

maiores que 5 mm, juntamente com injecdo de PGF2a e insercdo de implante

auricular de norgestomet (Crestar®). Apds 4 dias, iniciaram-se as sessbes de

aspiracao (OPU) com intervalo de 3 e 4 dias durante trés semanas.
5.3. Dosagens hormonais

O sangue foi coletado por pungdo dos vasos coccigeos com tubos de
Vacutainer, refrigerado por 24 horas e centrifugado a 1600 g por 15 min. O soro foi
entdo congelado a -20°C, para posteriormente ser analisado para dosagem de
progesterona, estradiol, insulina e FSH através de radioimunoensaio (RIE) e IGF-I
através de ensaio imunorradiométrico (IRMA) em momentos estratégicos do
experimento.

Os kits utilizados para cada ensaio e os respectivos coeficientes de
variagdo (CV) estdo descritos na Tabela 3. As dosagens de progesterona sérica
foram realizadas no Dia 7 do ciclo estral, de estradiol sérico e de IGF-I foram
realizadas nos dias da ovulagcéo e 1 e 2 dias antes desta. As dosagens insulina
foram feitas no dia do estro, da ovulagdo e no momento da OPU. A dosagem de
FSH foi realizada no dia do estro, da ovulagédo e da terceira OPU. As dosagens de
IGF-I total foram realizadas apds extracao de acordo com as instru¢cdes presentes
no kit. Para analise de E2, as amostras de soro sofreram dupla extracdo com éter

dietilico e o ensaio foi realizado utilizando-se kit com modificacbes de acordo com



Kulick et al. (1999). A quantificacao do FSH sérico foi realizada usando USDA-bFSH
para iodinacdo e padroes de referéncia, e anti-soro NIDDK-anti-oFSH (Bolt &
Rollings, 1983).

Tabela 3. Descricdo dos kits utilizados e coeficientes de variagdo (CV) intra-ensaio

obtidos nas dosagens hormonais realizadas.

Ensaio Kit CV intra-ensaio (%)

Progesterona Coat-a-Count  Progesterone,  DPC- 7,5
Medlab (TKPG2)

Estradiol DSL-39100, Estradiol 3% geragao RIA 7,4
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FSH Vide texto 5,6

Insulina Coat-a-Count  Insulin, DPC-Medlab 4.8
(TKINS)

IGF-I total DSL-5600 IRMA Active™ 5,7

Por razbes de perda ou quantidade insuficiente de amostras e também de
nao sincronizagdo da ovulagdo de alguns animais, os resultados de dosagens

hormonais ndo sao necessariamente referentes aos 20 animais.
5.4. Producgao in vitro de embrides

Dentre as sete aspiragcdes por animal, em seis foram coletados ovécitos
para producao de embrides in vitro. Os 10 animais de cada grupo foram divididos em
dois subgrupos para serem aspirados apenas metade de cada grupo em cada dia de
aspiracdo. Sendo assim tiveram quatro dias de aspiracdo por semana (duas
aspiracbes por animal e dois grupos de aspiragdo), consequentemente, quatro
manipulacdes diferentes por semana perfazendo 12 manipulacgdes.

O liquido aspirado que se depositava no tubo de 50 mL era colocado em
filtro para ser lavado com PBS. Posteriormente, era colocado em uma placa de petri
de 100x20 mm, onde era feita a procura através de um estereomicroscépio (ZEISS®
- Stemi SV6) dos complexos cumulus ovocitos (CCOs) e posteriormente
classificados. A classificagao foi feita da seguinte maneira: grau |, com cumulus

compacto, contendo mais de trés camadas em volta do ovdcito, citoplasma



homogéneo; grau Il, com cumulus compacto, mais de trés camadas em volta do
ovacito, citoplasma um pouco heterogéneo; grau lll, com cumulus compacto, pelo
menos uma camada completa em torno do ovocito, com o citoplasma heterogéneo;
grau IV ovécitos desnudos com citoplasma heterogéneo, ovécitos com citoplasma
degenerado, ovécitos atrésicos ou expandidos. Os CCOs de qualidade |, Il e Il
foram classificados como de qualidade superior e os ovdcitos 1V, classificados como

de qualidade inferior. Os CCOs eram colocados em gotas de 200 pL cobertas com

6leo mineral, sendo uma gota para cada vaca de ovadcitos de qualidade superior e
uma gota de ovécitos de qualidade inferior. O meio de maturagdo era composto de
TCM 199 com sais de Earl suplementado com 10% de SFB, LH, FSH, L-glutamina,
penicilina e estreptomicina. A maturagao foi realizada em estufa a 39°C e 5% de CO»
em ar por 23 a 25 horas.

Apos este periodo de maturagao, os ovocitos foram incubados com sémen
de um unico touro da raga nelore, de mesma partida, ja testada para FIV em gotas

de 200 pL de meio de fecundagao cobertas por éleo mineral, por 20 a 22 horas a

39°C e 5% de CO,em ar. Ao meio de fecundacéo foi adicionado PHE (penicilamina,
hipotaurina e epinefrina) e heparina.

O sémen utilizado foi descongelado a 36°C por 30 segundos e uma gota foi
retirada para avaliagdo de motilidade e vigor. Posteriormente, o sémen foi
depositado em um tubo de 15 mL com 2 mL de percoll 90% e 2 mL de percoll 45%
(1 mL de percoll 90% e 1 mL de meio de capacitagdo), que encontrava-se
estabilizado na estufa a 39°C e 5% de COz em ar. O sémen foi centrifugado a 700 x
g por 20 minutos a 30°C, formando um “pellet” no fundo do tubo. O “pellet’ foi
retirado cuidadosamente e colocado em outro tubo de 15 mL contendo 1 mL de meio
de capacitagdo sendo novamente centrifugado por 5 minutos. O “pellet” resultante foi

re-suspendido em 200 yL de meio de fecundacgado. Foi avaliado motilidade, vigor e
concentragdo do sémen apos a capacitagao e colocado nas gotas que estavam os
CCOs em uma concentragdo de 1x10° espermatozoides/mL. Espermatozéides e
CCOs foram incubados por 20 a 22 horas a 39°C e 5% de CO,em ar.

Todas as estruturas foram colocadas em gotas de 200 puL de meio de
cultivo a 39°C e 5% de CO,; em ar permanecendo na estufa com as mesmas
condigbes por sete dias. No Dia 2 (Dia 0 considerado o dia da fecundagao), foi

avaliada a porcentagem de estruturas clivadas e no Dia 7 foi avaliada a



porcentagem de embrides em relagdo ao numero de CCOs que foram colocados
para maturar. O meio utilizado para cultivo foi o SOFaaci, suplementado com
aminoacidos essenciais, tri-citrato de sodio, myo-inositol e 5% de SFB.

Todos os meios utilizados para maturagdo, fecundacao e cultivo foram

fornecidos pela Nutricell® Nutrientes Celulares Ltda. (Campinas, Séo Paulo, Brasil).
5.5. Expressao génica nos embrides

Apds os sete dias de cultivo, os embrides de qualidade |, segundo
classificagao da IETS (Stringfellow e Seidel, 1999), passaram por banhos em meio
PBS sem adigdo de SFB e logo em seguida foram colocados em tubos de 0,5 mL
com quantidade minima de PBS e congelados em nitrogénio liquido onde
permaneceram até a extracdo do RNA.

Foram formados quatro pools de embrides para cada tratamento (alta e
baixa ingestao alimentar), sendo destes, dois de blastocisto (Bl) e dois de blastocisto
expandido (Bx). A quantidade de embrides em cada pool foi: 15 Bx e 13 Bl do grupo
alta ingestao e 14 Bx e 11 Bl do grupo baixa ingestado para uma primeira analise que
foi depois repetida com 28 Bx e 9 Bl do grupo alta ingestao e 13 Bx e 13 Bl do grupo
baixa ingestdo. Estes embrides foram obtidos de quatro manipulagbes diferentes,
mas contemporaneas para os dois grupos.

Os embrides foram submetidos a avaliacao da expressao dos genes INF-
T, GRB-10, CATALASE, GPX-4, Mn-SOD, e BAX através da técnica de RT-PCR
semi-quantitativo. O gene da B-ACTINA foi utilizado como controle constitutivo.

Para a extragdo do RNA total foi utilizado Trizol Reagent (Invitrogen™)
seguindo as recomendacgdes do fabricante, mas com modificagées. Os embrides a
serem avaliados foram descongelados em gelo, centrifugados para retirada do PBS,
e entdo foi acrescentado 100 pL de Trizol.

Foram adicionados 25 ug de glicogénio e levado ao vortex por 5 minutos
em temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 20 pL de cloroféormio e
voltado no vortex por 15 segundos, e foi feito repouso de 2 minutos em temperatura
ambiente. Apds o repouso, o tubo contendo o material foi centrifugado a 12000 x g
por 15 minutos a 4°C, sendo retirado o sobrenadante transferindo-o para outro tubo.

Nesse tubo foi adicionado 50 pL de isopropanol gelado para precipitar o RNA,



deixando-se overnigth a -20°C. Apds este periodo, foi feita centrifugacdo a 13000 x g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionado100 pL de etanol
75%, centrifugado a 7000 x g por mais 7 minutos a 4°C. Apds estes procedimentos,
o tubo foi deixado aberto em temperatura ambiente para secagem do “pellet” por 10
minutos. O “pellet” em seguida foi re-suspendido com 8 pL de agua “DNase e RNase
free”.

O RNA foi tratado com DNase (Promega®) adicionando o tampdo da
DNAse para uma concentracdo final de 1X. Em seguida, foi adicionado 0,5 pL de
DNAse 1 Ul/uL; o tubo ficou em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi
colocado no gelo novamente, e posteriormente adicionou-se 1 pL de “stop solution”
e novamente foi levado ao banho-maria a 65°C por mais 10 minutos.

A avaliagdo da expressado génica foi realizada pela técnica de RT-PCR
semi-quantitativa, utilizando o gene da 3-ACTINA como constitutivo.

Para a sintese de cDNA foram utilizados 12 pL de RNA total,
acrescentando 0,5 pg/pL de oligo(dT) e 200 uM dos 4 dNTP’s. Em seguida o tubo foi

aquecido a 65°C por 5 minutos. Adicionou-se entdo o tampé&o (1X) da enzima
transcriptase reversa (RT), 2 yL de DTT (0,1 M) e 40 Ul de RNAse-OUT. Em
seguida a reacéo foi submetida a 42°C por 52 minutos, sendo que aos dois minutos,
o programa foi parado e adicionado ao tubo 200 Ul da enzima RT e foi dado
segmento ao programa, terminando com um passo a 70°C por 15 minutos.

Para a PCR, as condi¢des de reacao foram as seguintes: tampao da Taq
1X, 0,8 mM dos 4 dNTP’s, 0,5 uM de cada primer, 2Ul de Taq DNA polimerase, 2

mM de MgCl, para CATALASE, BAX, GPX, MnSOD, INF-t, GRB-10 e 1 mM para [
ACTINA, 1 pL de cDNA para CATALASE, BAX, GPX-4, MnSOD e 2 pL para os
genes GRB-10 e B-ACTINA. Antes da realizacdo das reagdes de PCR, foi
determinado o numero de ciclos, na fase exponencial de amplificacdo, para cada
gene em questdo. O numero de ciclos de amplificagao foi de 33 para GPX, MnSOD
e INF-t e 40 ciclos para CATALASE, BAX, GRB-10 e B-ACTINA. Foi utilizado o
programa Script | do termociclador.

As sequéncias dos “primers” utilizados, bem como o tamanho dos

fragmentos amplificados estdo mostrados na Tabela 4.



Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos amplificados
para avaliagdo dos genes CATALASE, Mn-SOD, INTERFERON-t1, GPX-4, BAX,
GRB 10 e ACTINA.

Fragmento
Gene Primer amplificado
CATALASE 454 pb

sense 5-GTTCGCTTCTCCACTGTT-3'
antisense 5-GGCCATAGTCAGGATCTT-3'
Mn-SOD 307 pb
sense 5'-CCCATGAAGCCTTTCTAATCCTG-3'
antisense 5-TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTTC-3'
INTERFERON-T 564 pb

Sense 5-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA-3’
antisense 5-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC-3

GPX-4 315 pb
Sense 5'-CGCCGAGTGTGGTTTAC-3'
antisense 5-AGGTCCTTCTCTATCACCAG-3'

BAX 198 pb
Sense TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG
antisense CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC

GRB 10 290 pb
Sense GAAGATGGGACAAGCAAAGT
antisense CTGGCACCAAGTAACCATCTG

B-ACTINA 344 pb

Sense TATTGCTGCGCTCGTGGT
antisense  TCTTCTCACGGTTGGCCT

Os produtos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em gel de

agarose 1,5% e corados com brometo de etidio.



A quantificagcao relativa dos transcritos foi determinada por densitometria
pelo programa Image J, versao 1.36b, utilizando o gene da [I-ACTINA como
constitutivo.

5.6. Analise estatistica

As variaveis foram testadas quanto a sua normalidade e
homocedasticidade, através do teste de Lilliefors e Cochran, respectivamente. As
variaveis (numero de foliculos pequenos, médios e grandes; numero de foliculos
aspirados médios, grandes e totais; tamanho do maior foliculo; nimero de ovdcitos
coletados; numero de embrides de ovécitos de qualidade inferior e de blastocistos
de ovécitos de qualidade superior) que apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade e as variaveis (numero de foliculos totais, de foliculos pequenos
aspirados, de embrides e blastocistos produzidos a partir de ovocitos de qualidade
superior+inferior) que apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade apos
sofrerem transformacg&o logaritmica, foram analisadas por analise de variancia e
pelo teste t. As variaveis que nao tiveram distribuicdo normal (embrides produzidos a
partir de ovécitos de qualidade superior e blastocistos produzidos de ovdcitos de
qualidade superior), foram analisadas pelo teste ndao paramétrico de Wilcoxon. As
variaveis binomais (taxa de recuperagdo, de ovocitos de qualidade superior, de
clivagem, de embrido e de blastocisto) foram analisadas pelo teste de qui-quadrado.
Para tais avaliagdes foi utilizado o programa SAEG, versao 9.0.

Os dados de expressao génica foram comparados utilizando o programa
Prophet, versdo 5.0, 1996. As variaveis paramétricas (INT-t, GRB-10, Mn-SOD,
GPX-4, CATALASE), foram analisadas utilizando o teste t. As variaveis que nao
apresentaram distribuigdo normal (BAX e expressdo global dos genes) foram

analisadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.



6. RESULTADOS

6.1. Peso e ECC

As vacas no grupo de alta ingestdo alimentar ganharam em média 0,96
kg/d de peso vivo (PV) e as alimentadas com baixa ingestdo perderam em meédia

0,93 kg/d de PV durante os 56 dias recebendo a dieta experimental (Figura 2).
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Figura 2. Peso corporal (kg) dos animais (média + erro padrdo) com baixa (n = 10)
ou alta (n = 10) ingestdo alimentar ao longo do periodo experimental, com duas
semanas recebendo dieta de manutencgao (-2 e -1) e oito semanas recebendo as
dietas experimentais (0 a 8). A partir da terceira semana apds o inicio dos
tratamentos, detectou-se diferenga (P < 0,05) no peso corporal médio entre os

grupos.

O ECC (escala de 1 a 5) dos animais durante o periodo que receberam a
dieta de manutencédo e as dietas de restricdo alimentar e superalimentacdo esta
ilustrado na Figura 3. Os animais com baixa ingestdo alimentar perderam em media
0,2 pontos de ECC durante o experimento e os animais do grupo de alta ingestao

alimentar ganharam em média 1,0 ponto de ECC durante o experimento (Figura 3).
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Figura 3. Escore de condi¢ao corporal (ECC, escala de 1 a 5; média + erro padrao)
dos animais com baixa (n = 10) ou alta (n = 10) ingestdo alimentar ao longo do
periodo experimental, com duas semanas recebendo dieta de manutencéo (-2 e -1)
e oito semanas recebendo as dietas experimentais (0 a 8). A partir da segunda
semana apos o inicio dos tratamentos, detectou-se diferenga (P < 0,05) no ECC

meédio entre 0s grupos.

6.2. Foliculo ovulatério, corpo luteo e aspiragao folicular

Os dados referentes ao diametro do foliculo ovulatério, CL, foliculos,
diametro do maior foliculo, taxa de recuperagdo e porcentagem de ovdcitos viaveis
estao apresentados na Tabela 5.

O diametro do foliculo ovulatério foi semelhante para os dois grupos,
assim como o volume do corpo luteo no dia 7 do ciclo estral. Quando foi avaliado o
numero de foliculos observados e aspirados, o grupo de alta ingestdo alimentar
apresentou maior numero de foliculos médios, grandes e totais, mas o numero de
foliculos pequenos foi semelhante para os dois grupos. O didametro do maior foliculo,
durante as aspiragdes, foi superior no grupo que recebeu alta ingestao alimentar.

Com relagdo ao numero de ovocitos recuperados, os dois grupos
apresentaram resultados semelhantes, assim como a taxa de recuperagado. E foi
observada uma tendéncia para os animais que receberam alta ingestao alimentar, a

apresentar menor numero de ovocitos de qualidade superior.



Tabela 5. Resultados (média + erro padrao) de didmetro do foliculo ovulatério,
volume do corpo luteo no Dia 7 do ciclo estral e das variaveis detectadas durante as
seis sessbes de aspiragdo folicular (foliculos observados e foliculos
aspirados/vaca/sessao; diametro do maior foliculo, taxa de recuperacdo e
porcentagem de ovdcitos vidaveis) em vacas submetidas a baixa (n = 10) ou alta (n =

10) ingestao alimentar.

Variavel Baixa ingestéo
12,5+0,8

2891,6 £418,2

Alta ingestéo P
12,8 +0,4 0,78
2469,3 + 578,2 0,58

Foliculo ovulatério (mm)

Corpo ltiteo (mm?)

Foliculos; n  Diametro
3a55mm 12,3+1,1 14,3+1,5 0,28
6a8,5mm 1,5+0,15 2,1+0,20 0,02
>9 mm 0,2+0,1 0,5+0,1 0,005
Total 14,1+£11 17,0+£1,5 0,14
Foliculos
aspirados; n  Diametro
3ab5,5mm 10,1+ 0,7 11,8+ 1,1 0,29
6a8,5mm 1,51+0,2 21+0,2 0,02
>9 mm 0,2+0,1 0,5+0,1 0,001
Total 11,9+0,8 14,5+ 1,2 0,007
Maior foliculo; mm 7,8+0,3 9,3+0,3 0,005
Ovdcitos coletados; n 8,9+0,8 10,4 £1,8 0,30

Recuperacéao geral; % (n/n) 74,6 (623/835)

48,6 (303/623)

72,0 (732/1017) 0,20
Ovdcitos de qualidade 44,0 (322/732) 0,08

superior (G |, Il e Ill); % (n/n)

6.3. Concentragoes séricas de estradiol, progesterona, FSH, insulina e IGF-I

Nao detectou-se diferenca nas concentracbes séricas de progesterona
(Figura 4) entre os animais dos dois grupos experimentais (Tabela 6). Entretanto, o
grupo com baixa ingestdo alimentar apresentou concentracdes séricas de estradiol

antes da ovulagdo mais altas do que o grupo de alta ingestao (Figura 5; Tabela 6).
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Figura 4. Concentragdes séricas de progesterona (ng/mL; média £ erro padrao) dos
animais com baixa (n = 7) ou alta (n = 8) ingestao alimentar no dia 7 do ciclo estral.

N&o detectou-se diferenca (P = 0,12) entre os grupos.
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Figura 5. Concentragdes séricas de estradiol (pg/mL; média + erro padrdao) dos
animais com baixa (n = 7) ou alta (n = 6) ingestdo alimentar no periodo peri-

ovulatorio. Houve diferenga (P = 0,03) entre os grupos.

As concentracdes séricas de FSH no periodo peri-ovulatério (dia do estro
e ovulacdo) também nao diferiram entre os tratamentos (Figura 6; Tabela 6),
entretanto houve uma tendéncia (P = 0,07) para as vacas do grupo de alta ingestéao
apresentarem concentragcdo sérica de FSH maior no dia da terceira aspiragao
(Figura 7; Tabela 6).
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Figura 6. Concentragdes séricas de FSH (ng/mL; média + erro padrao) dos animais
com baixa (n = 7) ou alta (n = 8) ingestao alimentar durante o periodo peri-ovulatorio,
anterior as aspiragdes foliculares. Nao detectou-se diferenca (P = 0,38) entre os

grupos.
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Figura 7. Concentragdes séricas de FSH (ng/mL; média + erro padrao) dos animais
com baixa (n = 10) ou alta (n = 10) ingestdo alimentar no momento da terceira

aspiracao folicular. Houve uma tendéncia de diferenca (P = 0,07) entre os grupos.

Com relagao aos resultados das concentragdes séricas de IGF-I durante o
periodo peri-ovulatério, ndo foi observada diferenga entre os tratamentos (Figura 8;
Tabela 6).
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Figura 8. Concentracbes séricas de IGF-I total (ng/mL; média + erro padrao) dos
animais com baixa (n = 9) ou alta (n = 9) ingestao alimentar durante o periodo peri-
ovulatério, anterior as aspiragdes foliculares. Nao detectou-se diferenga (P = 0,51)

entre os grupos.

As concentragdes de insulina no periodo peri-ovulatério nao diferiram
entre os dois grupos (Figura 9; Tabela 6), no entanto houve uma tendéncia (P =
0,06) de serem maiores no grupo de alta ingestdo alimentar no momento da primeira

aspiracao (Figura 10; Tabela 6).
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Figura 9. Concentragdes séricas de insulina (uUI/mL; média + erro padrao) dos
animais com baixa (n = 9) ou alta (n = 9) ingestéo alimentar durante o periodo peri-

ovulatoério, anterior as aspiragdes foliculares. Nao detectou-se diferenca (P = 0,40)
entre os grupos.
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Figura 10. Concentragbes séricas de insulina (uUlI/mL; média + erro padrédo) dos
animais com baixa (n = 10) ou alta (n = 10) ingestdo alimentar no momento da

primeira aspiragao folicular. Houve uma tendéncia de diferenga (P = 0,06) entre os
grupos.



Tabela 6. Concentragcdes séricas (média + erro padrdao) de hormdnios em vacas

submetidas a baixa ou alta ingestao alimentar.

Baixa ingestao Alta ingestéo P
Progesterona no dia 7 do 3,9+0,5 26+0,6 0,12
ciclo estral (ng/mL) (n=7) (n=8)
Pico pré-ovulatoério de 17,2+ 2,5 98+1,2 0,03
Estradiol 173 (pg/mL) (n=7) (n=6)
FSH no periodo peri- 0,70 £ 0,08 0,62 + 0,04 0,38
ovulatério (ng/mL) (n=7) (n=8)
FSH no dia da aspiragao 0,49 + 0,03 0,58 + 0,04 0,07
folicular (ng/mL) (n=10) (n=10)
IGF-I total no periodo peri- 334,9+44,0 407,0 £ 37,2 0,51
ovulatoério (ng/mL) (n=9) (n=9)
Insulina no periodo peri- 47+15 6,4+1,3 0,40
ovulatoério (uUI/mL) (n=9) (n=9)
Insulina no dia da aspiragéo 3,5+£0,7 56+0,8 0,06
folicular (pUI/mL) (n=10) (n=10)

6.4. Producao de embrides in vitro

A producédo de embrides dos animais dos dois diferentes tratamentos foi
analisada em relagdo a dois tipos de ovodcitos, classificados como de qualidade
superior e inferior. A taxa de clivagem dos ovdcitos de qualidade superior ou inferior
nao diferiu entre os tratamentos (Tabela 7). Da mesma forma, a taxa de embrides
(mérulas e blastocistos) e apenas de blastocistos, n&o foi diferente entre os grupos
de baixa ou alta ingestdo alimentar (Tabela 7). O numero de embrides e de
blastocistos oriundos dos ovdcitos de diferentes qualidades também nao diferiu entre

os tratamentos (Tabela 8).



Tabela 7. Taxas de clivagem, de embrides totais (morulas e blastocistos) e de
blastocistos em relacdo aos ovdcitos de qualidade superior, inferior e a soma dos
dois observados nos tratamentos de baixa (n = 10 animais) ou alta (n = 10 animais)

ingestdo alimentar apds seis sessbes de aspiragdo ovocitaria por vaca com

intervalos de 3 ou 4 dias entre as sessoes.

Qualidade  Baixa ingestao Alta ingestao P
do ovocito*®
Clivagem; % (n/n)
Superior 68,8 (159/231) 69,8 (178/255) 0,81
Inferior 39,2 (82/209) 36,4 (96/264) 0,52
Superior +
inferior 54,8 (241/440) 52,8 (274/519) 0,54
Embrides; % (n/n)
Superior 45,5 (105/231) 40,0 (102/255) 0,22
Inferior 13,4 (28/181) 11,7 (31/233) 0,58
Superior +
inferior 30,2(133/440) 25,6(133/519) 0,11
Blastocistos; % (n/n)
Superior 42,9 (99/231) 37,6 (96/255) 0,24
Inferior 12,0 (25/209) 10,2 (27/264) 0,54
Superior +
inferior 28,2 (124/440) 23,7 (123/519) 0,11

*Qualidade do ovacito: Superior = ovocitos Grau |, Il e lll e Inferior = ovécito Grau IV

(desnudo, degenerado, expandido, atrésico).



Tabela 8. Média + erro padrao da producdo de embrides
blastocistos/vaca/aspiragao com relagdo aos ovocitos de qualidade superior, inferior
e a soma dos dois observados nos tratamentos de baixa (n = 10) ou alta (n = 10)

ingestdo alimentar apds seis sessbes de aspiragdo ovocitaria por vaca com

intervalos de 3 ou 4 dias entre as sessoes.

totais e

Qualidade Baixa ingestao Alta ingestao P
do ovocito*®
Embrides; n
Superior 2,0+0,6 1,9+0,5 0,29
Inferior 0,5+0,2 0,6+0,3 >0,3
Superior + 24+0,8 25+£0,9 >0,3
inferior
Blastocistos; n

Superior 1,8+0,3 1,8+£04 >0,3
Inferior 0,4+0,2 0,5+0,3 0,46
Superior + 22+04 2,3+£0,7 >0,3
inferior

*Qualidade do ovacito: Superior = ovocitos Grau |, Il e lll e Inferior = ovécito Grau IV

(desnudo, degenerado, atrésico, expandido).

6.5. Expressao génica dos embrides

Nos blastocistos utilizados para avaliagdo da expressao génica, todos os
genes avaliados foram expressos nas amostras analisadas (Figura 11).
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Figura 11. Gel de agarose 1,5% mostrando os produtos amplificados pela RT-PCR,
para os genes [I-ACTINA, GRB-10 = growth factor receptor-bound 10, CATALASE,
BAX = B-cell lymphoma protein 2 associated protein X; GPX-4 = glutationa
peroxidase 4, MnSOD = magnésio superoxido desmutase e INFt = interferon tau)
em embrides de vacas submetidas a baixa ou alta ingestdo alimentar. 1 e 5 =
Blastocistos expandidos (Bx) de vacas com alta ingestao; 2 e 6 = Bx de vacas com
baixa ingestdo; 3 e 7 = Blastocistos (Bl) de vacas com alta ingestao; 4 e 8 = Bl de

vacas com baixa ingestao.

Foram utilizados quatro pools de embrides de cada tratamento para a
avaliagao da expressao dos genes estudados, sendo que estavam balanceados em
dois estagios de desenvolvimento, Bx e Bl. O gene BAX mostrou-se mais expresso
no tratamento de baixa ingestao alimentar em relacdo a alta ingestao alimentar. Para
os genes INF-t, CATALASE, MnSOD, GPX-4, GRB-10 n&o foi observada diferenca

de expressé&o entre os tratamentos (Figura 12).
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Figura 12. Quantificagcdo (média + erro padréo) para os genes MnSOD (magnésio
superéxido desmutase), CATALASE, GPX 4 (glutationa peroxidase 4), INFt
(interferon tau), GRB 10 (growth factor receptor-bound 10) e BAX (B-cell lymphoma
protein 2 associated protein X) em embrides de vacas submetidas a baixa (n = 51)
ou alta (n = 65) ingestdo alimentar. *°Diferenca de expressdo de um gene especifico

entre os tratamentos (P < 0,05).

A avaliacédo de todos os genes agrupados por tratamento, mostrou uma
maior expressao génica global (P < 0,05) nos embrides do grupo de baixa ingestao

alimentar (Figura 13).
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Figura 13. Quantificagdo (média + erro padrao) para os genes agrupados (MnSOD
(magnésio superéxido desmutase), CATALASE, GPX-4 (glutationa peroxidase 4),
INFt (interferon tau), GRB-10 (growth factor receptor-bound 10) e BAX (B-cell
lymphoma protein 2 associated protein X) em embriées de vacas submetidas a baixa
(n = 51) ou alta (n = 65) ingestdo alimentar. *"Diferenca entre os tratamentos (P <
0,05).



7. DISCUSSAO

Os resultados de ganho e perda de peso dos animais que foram
submetidos a alta ou baixa ingestdo alimentar (Figura 2), principalmente nas
primeiras semanas nas dietas experimentais mostraram que os tratamentos
resultaram em um acentuado aumento ou perda no peso corporal. Estas mudancgas
agudas no perfil metabdlico dos animais podem ter influéncia direta no ovario, pois
sistemas hormonais que respondem a mudancgas na nutricido também afetam a
funcdo ovariana. Existem fortes evidéncias que o fator de ligagdo entre a nutricdo e
o foliculo s&o o sistema glicose-insulina, o sistema IGF e a leptina (Scaramuzzi et al.,
20006).

Apés o periodo de acentuado ganho ou perda de peso, dependendo do
tratamento, que aconteceu durante as primeiras semanas nas dietas experimentais,
0s animais tiveram menores taxas de ganho e perda de peso. Adicionalmente, a
raca Nelore no Brasil é sabidamente bem adaptada para enfrentar condicdes
nutricionais adversas, o que apesar de nao ter muito estudo a respeito, pode-se
sugerir que nesta raga em especial, os horménios metabdlicos estejam atuando de
forma diferenciada na homeostase de energia corpérea e consequentemente na
reproducao.

Foi avaliado o perfil de alguns hormdnios quando os animais estavam ha
mais de 3 semanas nas dietas experimentais, no periodo peri-ovulatorio. As
concentragdes séricas de IGF-I total e insulina ndo foram alteradas neste periodo.
Ao contrario, em novilhas cruzadas (Hereford x Holandés) foi observado aumento de
insulina circulante apdés uma semana de ingestao de 200% da dieta de manutengao
(Gong et al., 2002). Nesta mesma categoria animal foi, demonstrado aumento de
insulina e IGF-I circulantes com 10 dias recebendo dieta altamente energética
(Armstrong et al., 2001). Além disso, Gutierrez et al. (1997) descreveram aumento
de insulina sem aumento de IGF-I sérico em novilhas recebendo 200% das
exigéncias nutricionais para manutencao apos duas semanas na dieta.

Scaramuzzi et al. (2006) relataram que a infusdo de glicose em ovelhas
provoca um aumento imediato nas concentragdes sanguineas de insulina e leptina,
porém sem efeito nas concentragbes plasmaticas de IGF-I. Estes autores sugerem

com isto, que o IGF-I sozinho ndo responde a mudangas na dieta por curto prazo,



portanto, os efeitos a curto prazo da nutricdo através do sistema IGF no foliculo
devem ser mediados por outros mecanismos que provavelmente envolvem o
sistema insulina-glicose e a leptina.

Ja foi demonstrado uma maior taxa de crescimento folicular em animais
que ingerem dietas com altos niveis energéticos (Armstrong et al., 2001; Mollo et al.,
2007*). No entanto, no presente trabalho, os animais que receberam as dietas de
alta e baixa ingest&do alimentar, tiveram mesmo tamanho do foliculo pré-ovulatorio, o
que pode ser explicado pelas similares concentracboes séricas de insulina e IGF-I
entre os dois tratamentos, que sdo importantes mediadores da estimulagao folicular
através da nutricéo.

Um outro mecanismo fisioldgico importante neste processo € o que
acontece com mudangas nas concentragdes de estradiol circulante, as quais podem
estar reduzidas em animais com alta ingestao alimentar como consequéncia de um
aumento na taxa de degradacao hepatica desse hormdnio devido ao aumento no
fluxo sanguineo. Estas mudangas nas concentragbes de estradiol podem interferir
nas concentragdes de FSH, pois é o estradiol quem controla suas concentracdes
através do feedback negativo (Scaramuzzi et al., 2006). Entretanto,
interessantemente, os animais com alta ingestdo mostraram menores concentragcdes
séricas de estradiol, confirmando os prévios estudos, sem alteragdes nas
concentragbes séricas de FSH. Diferente do hipotetisado, as menores
concentracdes de estradiol ndo foram acompanhadas de diferengcas no didmetro do
foliculo ovulatério, sugerindo uma maior taxa de degradacdo hepatica desse
horménio ou menor produgdo. No entanto, o0 mesmo n&o foi observado com a
progesterona seis dias apds a ovulagdo. Deve-se considerar, entretanto, que pode
ter havido um numero insuficiente de unidades experimentais no presente estudo
que permitisse constatar-se diferenca entre os grupos em relagao a progesterona
circulante, ou mesmo no volume luteal.

As concentragdes séricas de insulina foram avaliadas também no inicio
das sessbes de aspiragao as quais foram maiores (P = 0,06) no grupo com alta
ingestdo. Como ja relatado na literatura, este aumento de insulina provoca um

aumento no numero de foliculos pequenos (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002).

*Mollo et al. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Universidade de Brasilia).

Comunicacgao pessoal, 2007.



No entanto, nosso estudo nado observou aumento no numero de foliculos pequenos,
mas ocorreu aumento no numero de foliculos médios e grandes.

Este aumento de insulina pode ter exercido um efeito na taxa de
crescimento folicular, pois durante as aspiracdes, os animais que foram submetidos
a alta ingestdo alimentar tinham o didmetro do maior foliculo superior comparado
aos animais que estavam sob regime de baixa ingestao alimentar. Outra observacao
interessante, que também pode estar relacionada ao didmetro do maior foliculo é a
concentragao circulante de FSH, que tendeu a ser superior (P = 0,07) nos animais
com alta ingestao alimentar neste mesmo periodo. Isto pode ser explicado através
da influéncia da nutricdo no eixo hipotalamo—hipofise pelas alteragcbes nas
concentragbes de estradiol de acordo com a dieta, ou seja, com a taxa de
degradagao deste hormdnio, que vai interferir na liberacdo de FSH (Scaramuzzi et
al., 2006).

Foi hipotetizado que os animais submetidos a alta ingestao alimentar iriam
apresentar maior numero de foliculos, acompanhado de qualidade inferior dos
ovdcitos. Isto estd baseado em trabalhos que relataram um efeito prejudicial da
superestimulagao tanto pela alta concentracdo de insulina quanto de IGF-I intra-
folicular no desenvolvimento do ovécito (Armstrong et al., 2001; Adamiak et al.,
2005). De fato, foi observada uma tendéncia (P = 0,08) de redug&o na porcentagem
de ovdcitos de qualidade superior no grupo que recebeu alta ingestdo alimentar.
Apesar disso, ndo foi observada diferenga entre os dois grupos no numero de
ovacitos coletados e na taxa de recuperagdo dos mesmos.

Da mesma forma, a taxa de clivagem destes ovdcitos foi similar para os
dois tratamentos dietéticos, assim como a taxa de embrides e a taxa de blastocisto,
tanto para os ovécitos de qualidade superior quanto para os ovécitos de qualidade
inferior. Estes resultados mostraram que apesar dos animais com alta ingestao
alimentar terem apresentado maior numero de foliculos, isto ndo se refletiu em um
maior numero de ovécitos ou de embrides. Além disso, através da avaliagao
morfoldgica, ndo detectou-se influéncia na qualidade destes ovocitos e embrides. Ao
contrario do encontrado, outros estudos observaram que altos planos nutricionais
em ruminantes podem ser prejudiciais a qualidade do ovdcito, levando a baixas
taxas de desenvolvimento pds-fecundacdo (Nolan et al., 1998; Armstrong et al.,
2001), além de menor numero de embrides transferiveis, produzidos in vivo, em

relacdo as estruturas recuperados de novilhas de corte superovuladas (Yaakub et



al., 1999). Por outro lado, Nolan et al. (1998) ndao observaram efeito da dieta
fornecida ad libitum ou restrita na producao de embrides transferiveis. No entanto,
apods 24 horas de cultivo uma maior propor¢ao de embrides dos animais com dieta
restrita se desenvolveu a blastocisto, além de apresentarem um maior numero de
células. No presente estudo, os embrides foram retirados do cultivo no Dia 7 para
avaliagdo da expressao génica. Portanto, ndo houve possibilidade de avaliar o
desenvolvimento em cultivo apos este periodo.

Vale ressaltar que além do efeito da quantidade ingerida da dieta pelos
animais, o escore de condi¢gao corporal também pode influenciar na qualidade
ovocitaria e consequentemente, na produgao de embrides (Adamiak et al., 2005), o
que pode diferir entre os diversos trabalhos. Outro ponto importante a ser
considerado € a raga dos animais, pois o presente estudo utilizou uma raca ainda
pouco pesquisada com relacdo a influéncia da nutricdo na reproducao. Este fato
demonstra claramente a necessidade de mais pesquisas em zebuinos para se
determinar interagcdes entre nutricdo e reproducdo de acordo com diferentes
situacdes de condigao metabdlica.

Além disso, para se entender os mecanismos pelos quais a dieta estaria
interferindo no desenvolvimento embrionario € interessante fazer outras avaliagcbes
que se somam as avaliagdes morfolégicas convencionais. Neste estudo, langou-se
mao da analise molecular através da técnica de RT-PCR para avaliacdo da
qualidade embrionaria de doadoras de ovdcitos submetidas a diferentes niveis de
ingestao alimentar.

Dentre os genes analisados, ndo se observou diferengca para os genes
INF-t, GRB-10, CATALASE, MnSOD e GPX-4, sendo que o gene BAX apresentou

maior expressao no grupo de restricdo alimentar.

Trés genes relacionados a qualidade embrionaria foram avaliados, o INF-
T, o0 GRB-10 e o BAX. O INF-1 é responsavel pelo reconhecimento materno da
prenhez em bovinos (Roberts et al., 1992). Quando novilhas de corte foram
alimentadas com dietas isoenergéticas e isoproteicas que produziam niveis
diferentes de insulina, de acordo com a produgao de propionato ou acetato no
rumen, os embrides coletados com 16 dias de desenvolvimento intra-uterino do

grupo com maior produc¢ao de insulina produziram um valor 60% a mais de INF-t



que os embrides do grupo produzindo menos insulina, sem diferengca detectavel
estatisticamente devido a alta variabilidade dos resultados (Mann et al., 2003).
De acordo com Kubisch et al. (2001) a secregado de IFN-t pelos embrides

pode variar com idade e estagio embrionario, com as condi¢des de cultivo as quais
eles sdo submetidos e com a presenca de outros embrides no mesmo meio de
cultivo.

Os mecanismos pelos quais as alteracdes na dieta influenciam o processo
reprodutivo em geral, dentro disso, a produgdo e desenvolvimento embrionario,
estdo relacionados as mudangas no perfil metabdlico, as quais modificam alguns
fatores importantes que exercem influéncia desde a foliculogénese até a produgéo
de ovécitos e desenvolvimento dos embrides. Dentre eles se destacam
principalmente o horménio do crescimento (GH), a insulina, os fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e a leptina (Webb et al., 2004).

Outro gene avaliado foi o GRB-10, que pode ter uma fungdo importante
em embrides no estagio pré-implantagéo, regulando o desenvolvimento embrionario
através da regulagao dos receptores de insulina e IGF. Ja foi observado que a
supressdo endogena do GRB-10 levou ao aumento nos niveis da proteina IR
(receptor de insulina), entretanto, a superexpressao reduziu estes niveis (Ramos et
al.,, 2006). Outro estudo mostrou efeito inibitério do GRB-10 (mMGRB-10[]) na
proliferacdo celular mediada pelo IGF-I (Morrione et al., 1997). Além disso, foi
demonstrado que o GRB-10, expresso maternalmente, limita o crescimento,
possivelmente através da interacio direta com a sinalizacédo do IGF-2, que € o maior
fator de crescimento placentario e embrionario. Sendo assim, a perda da funcdo do
GRB-10 resultou em supercrescimento fetal e placentario (Charalambous et al.,
2003). De acordo com estes relatos, pode haver uma estreita relagdo entre
expressado de GRB-10 e o tipo e quantidade de dieta ingerida.

Partindo-se dessas informagdes relacionadas a fungcdo desses genes e
considerando-se que as diferencas nas dietas oferecidas aos animais nesse estudo
podem ser significativas no sentido de alterar algum parédmetro reprodutivo,
esperava-se encontrar diferengas na expressao de genes relacionados a qualidade
embrionaria no grupo de embrides de animais com a melhor dieta.

O gene BAX esta relacionado ao processo de apoptose ou morte celular
programada, que tem sido observada em embrides no estagio de pré-implantacao

em diversas espécies de mamiferos e esta presumivelmente envolvida na



eliminacao de células anormais ou redundantes (Hardy, 1997; Rubio Pomar et al.,
2005). Acredita-se que quando os embrides sao cultivados in vitro ocorra uma
alteracdo na regulacdo da produgdo do BAX. Isto foi observado quando se
comparou embrides produzidos in vivo e in vitro, avaliando a cinética de
desenvolvimento dos mesmos, resultando em transcricdo do BAX dois dias antes
em embrides cultivados in vitro comparados com os embrides cultivados in vivo
(Gutiérrez-Adan et al., 2004). Makarevich & Markkula (2002) demonstraram atraveés
da técnica de Tunel, que avalia células em apoptose, que 87% dos blastocistos
bovinos cultivados in vitro tiveram reacdo Tunel positiva em um ou mais
blastdmeros. O gene BAX tem sido utilizado como marcador de qualidade
embrionaria (Rizos et al., 2002; Gutiérrez-Adan et al., 2004). Adicionalmente,
quando se avalia a relagdo entre a proteina Bax (pro-apoptética) e a Bcl-2 (anti-
apoptética; B-cell ymphoma protein 2), que é determinante critico de sobrevivéncia
ou morte celular, observa-se que nem sempre a alta expressao de BAX pode indicar
uma qualidade inferior dos embrides. Yang & Rajamahendran (2002) demonstraram
que a expressao da proteina Bcl-2 foi maior que da proteina Bax em ovécitos grau |,
embrides de 2-8 células e blastocistos de boa qualidade. Por outro lado, a expressao
da proteina Bax foi muito maior em relagao a proteina Bcl-2 em ovécitos grau IV e
embrides degenerados. Por outro lado, a avaliagcdo da expressdo do gene BAX
poderia estar indicando qualidade superior dos embrides se aumentada sua
expressao juntamente com o gene BCL-2.

Neste estudo observou-se uma maior expressao do BAX nos embrides do
grupo de baixa ingestdo alimentar. Acredita-se que isto pode ser devido a dois
fatores. O primeiro é que estes embrides tenham uma maior capacidade de
desenvolvimento com maior numero de células e consequentemente maior
eliminagao de células por apoptose, ndo sendo isto uma caracteristica ruim desses
embrides e sim um evento fisioldégico de eliminagdo de células. Isto esta de acordo
com os trabalhos de McEvoy et al. (1995), Yaakub et al. (1999) e Nolan et al. (1998)
que encontraram embrides de melhor qualidade advindos de animais sob restricao
alimentar. Apesar de Nolan et al. (1998) nao terem observado diferenga no numero
de embrides transferiveis provenientes de fémeas com restricdo alimentar em
relagao a alimentacéo ad libitum, a taxa de crescimento dos embrides apds 24 horas
de cultivo foi maior quando os animais receberam dieta restrita, além de

apresentarem maior numero de células. Um segundo aspecto seria que por estes



embrides terem uma qualidade e desenvolvimento melhores, o nivel global de
transcricdo nas células estaria aumentado, aumentando também o BAX, e essa
hipétese é bem suportada quando se observa o resultado da avaliacido de todos os
genes agrupados, onde se observou uma maior expressao génica conjunta no grupo
de restricdo (Figura 13). Contudo, neste estudo ndo foram avaliados o numero de
células e atividade metabdlica dos embrides.

Outro aspecto que vale a pena ser considerado € que o tratamento de
restricdo alimentar pode ter provocado algum tipo de estresse, fazendo com que os
ovocitos modificassem seu perfil bioquimico, refletindo positivamente na qualidade
dos embrides, no caso aumentando o nivel de transcricdo global, como uma forma
de defesa e estimulo a sobrevivéncia mostrando sua plasticidade e melhorando
assim sua qualidade. Isto esta de acordo com Meyer & Silva (1999) que citam que
células submetidas ao estresse podem sobreviver ou morrer, na dependéncia do tipo
celular e intensidade do estresse e de outros fatores. Estes autores descrevem que
a exposicdo prévia das células a estresses n&o letais promove a sintese de
proteinas relacionadas ao estresse, aumentando assim os niveis das mesmas
dando a célula meios para facilitar a sintese de novas proteinas, que irdo substituir
aquelas destruidas no estresse metabdlico.

Nesta mesma linha de raciocinio, foi avaliado o efeito de um choque
subletal (pressao hidrostatica) previamente a criopreservagao através da vitrificagéo
na capacidade de sobrevivéncia de blastocistos expandidos de camundongos. Os
resultados deste estudo mostraram maior taxa de re-expansao destes embrides
estressados comparados aos embrides que nao receberam a pressao hidrostatica
antes do congelamento (4 a 6 horas vs 20 horas) (Pribenszky et al., 2005). Para
finalizar este pensamento, ovarios de abatedouro quando mantidos por algumas
horas antes da obtencdo dos ovdcitos, observa-se efeito benéfico na competéncia
ovocitaria, por simular o inicio de atresia (Sirard & Blondin, 1996).

Para avaliar a relagao entre diferentes tipos de dieta e o estresse oxidativo
nos embrides foram avaliados trés genes: Mn-SOD, CATALASE e GPX-4. A enzima
Mn-SOD esta localizada na mitocéndria e tem acédo de detoxificagdo de espécies
oxigénio reativas. O H20,, subproduto de agcdo da enzima Mn-SOD, é eliminado pela
catalase ou GPX (Guérin et al., 2001). A catalase e a GPX-4 sdo produzidas durante
o estresse oxidativo sendo responsaveis pela conversdo de radicais livres reativos

em H,O (Edwards et al., 2001). Embrides de novilhas alimentadas com dieta a base



de cevada ad libitum tiveram maior expressdo do gene Cu/Zn-SOD, enzima
importante na protecdo contra estresse oxidativo, em relagdo aos embrides das
novilhas que receberam dieta restrita (Wrenzycki et al., 2000). Os autores
concluiram, portanto, que uma alta ingestdo desta dieta resultou em estresse
oxidativo. Contudo, quando outro tipo de dieta foi oferecida ad libitum e restrita, a
base de polpa de beterraba, este estresse oxidativo ndo foi observado. Portanto, o
tipo e quantidade de dieta fornecida aos animais podem influenciar no nivel de
estresse oxidativo.

Neste estudo ndo foi observado expressao diferencial desses trés genes
individualmente, o que pode significar que os tratamentos ndo provocaram a
producao suficiente de radicais livres para induzir alteragao individual significativa na
expressao desses genes.

A néao deteccao de diferengas na expressao individual dos genes INF-t,

GRB-10, CATALASE, MnSOD e GPX-4 entre os tratamentos, pode ser atribuida a
grande variagdo nos niveis de expressdo nos embrides (Figura 12), um
comportamento comum em estudos de expressao génica, principalmente em
embrides, que sabidamente tém um metabolismo celular acelerado e um
comportamento observado também em varios outros experimentos do Laboratoério
de Reprodugao Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (dados néo
publicados).

Apesar dos resultados obtidos e dos descritos na literatura, ainda se
fazem necessarios maiores esclarecimentos sobre a origem dos estimulos
responsaveis pelas diferencas no desenvolvimento embrionario de embrides
submetidos a diferentes alteracbes no seu ambiente de cultivo e em diferentes
estagios de desenvolvimento. E importante também, a avaliagdo de como seria a
sobrevivéncia apds transferéncia destes embrides através da taxa de prenhez, para
se fazer uma associagcao entre as analises moleculares e a sobrevivéncia
embrionaria. Além disso, se fazem necessarios estudos para uma melhor correlagéo
entre estresse celular e sobrevivéncia embrionaria, o que nao foi o objetivo deste
estudo.

Os genes estudados podem ser importantes marcadores moleculares a
serem utilizados para o monitoramento dos sistemas de produgdo de embrides,
desenvolvimento de novos protocolos e para estudos de ciéncia basica. Analises

moleculares vém se mostrando uma importante ferramenta para se avaliar qualidade



de ovocitos e embrides se somando aos parametros de morfologia e taxas de
produgcao de embrides comumente utilizados.

Finalmente, apesar de terem sido avaliados apenas seis genes, o
comportamento aumentado no grupo de baixa ingestdo alimentar de todos eles em
conjunto (Figura 13), aliado ao aumento do gene BAX (Figura 12) e associado a
tendéncia de maior taxa de blastocistos, nos leva a concluir que uma dieta restrita
em energia, como a usada neste experimento, influencia positivamente fatores
relacionados a qualidade dos ovdcitos e consequente desenvolvimento embrionario

em bovinos.



8. CONCLUSOES

Alteracdes na quantidade de matéria seca/energia ingerida pelas fémeas
bovinas podem alterar padroes metabdlicos e fungdo reprodutiva, levando a
mudancas na dindmica de crescimento folicular ovariano. Essas alteracoes
hormonais ou metabdlicas podem também afetar a qualidade ovocitaria e
subsequente desenvolvimento embrionario.

Em geral, os efeitos discretos causados pela alta ingestao alimentar, tanto
na funcdo ovariana, quanto na qualidade ovocitaria e producéao in vitro de embrides
observados em vacas zebus neste estudo contrastam com resultados mais
contundentes relatados na literatura em fémeas taurinas. Isto leva a deduzir que
haja diferencas importantes de resposta a alteragdes na dieta entre as sub-espécies
taurina e zebuina, demonstrando, portanto a necessidade da realizagdo de mais

estudos relacionados a este tema nas ragas Bos indicus criadas nos tropicos.
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