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com > ou < ECC, submetidas ou ndo a AIMS. Nao houve
diferenca entre os tratamentos (P > 0,05)........cccccceveeevviiiennnnnn.
Analise descritiva comparando a expresssao relativa de mRNA
(média £+ EPM) para os genes BAX e BCL-2 em embrides
eclodidos em cultivo in vitro pos descongelagédo de novilhas

com maior ou menr ECC, submetidas ou ndo a
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Lista de abreviacdes

AIMS = alta ingestao de material seca

BAX = B-cell ymphoma protein 2 associated protein x
BCL-2 = B-cell lymphoma protein 2

BE = benzoato de estradiol

Bl = blastocisto

Bx = blastocisto expandido

CCOs = complexos cumulus ovocitos

cDNA = acido desoxirribonucléico complementar
Cu/Zn-SOD = cobre/zinco superoxido desmutase
CV = coeficiente de variacao

ECC = escore de condigao corporal

FSH = horménio foliculo estimulante

g = giros

GAPDH = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GH = horménio do crescimento

GPX = glutationa peroxidase

GRB = growth factor receptor-bound

GnRH = horménio liberador de gonadotrofinas
LH = horménio luteinizante

IFN-t = interferon t

IGF = fator de crescimento semelhante a insulina
IGFBPs = proteinas ligadoras de IGF

IGFBPase = enzima que degrada IGFBP

IA = inseminacéo artificial

IR = receptor de insulina

IRMA = ensaio imunorradiométrico

mg/dL = miligramas/decilitros

mHz = megaHertz

Mm = micrometros

ML = microlitros

mL = mililitros

mm = milimetros



MnSOD = gene magnésio superdxido desmutase
MS = matéria seca

NDT = nutrientes digestiveis totais

NPY = neuropeptideo Y

NRC = Nutrient requeriments of beef cattle

PB = proteina bruta

DPBS = Dulbeco phosfhate buffered saline
PGF2a = prostaglandina F2a

P4 = progesterona

PV = peso vivo

rbST = somatotropina recombinante bovina

rGH = receptor de GH

RIE = radioimunoensaio

RNAm = acido ribonucléico mensageiro

RT = enzima transcriptase reversa

RT-PCR = Reagéo em cadeia da polimerase — Transcriptase reversa
SFB = soro fetal bovino

SOV = superovulacao

TE = transferéncia de embrides

TUNEL = (terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTPneck end
labelling)

Ul = unidades internacionais
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BASTOS, M.R. Influéncia da condi¢cdo corporal e da ingestdo de matéria
seca, previamente a superovulacdo, na producédo in vivo de embrides
bovinos. Botucatu, 2008. 156p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da condigdo corporal e/ou da alta ingestdo de
matéria seca (AIMS) na produgdo in vivo de embribes de fémeas bovinas
superovuladas. Em um primeiro experimento, 14 vacas Simental x Nelore nio-
lactantes com elevado escore de condigao corporal (ECC) foram divididas em
grupos de Manutencdo=M ou alta ingestao de matéria seca=AIMS. As vacas do
grupo AIMS receberam dieta com 180% da manutencéo, entre 7 dias antes do
inicio da superovulagao (SOV) e o final das aplicagcbes de FSH. O grupo M
recebeu dieta de manutencdo. O numero de foliculos recrutados e ovulados
nao diferiu entre os grupos (P>0,10). Entretanto, os numeros de estruturas
totais e embrides viaveis colhidos foram maiores no grupo M (P<0,05). Em um
segundo experimento avaliou-se a influéncia do ECC associado ou nao da
AIMS na produgdo embrionaria em 36 novilhas Nelore. AIMS ocorreu por 14
dias antes do inicio da SOV. Apds colheita, os embrides viaveis foram
congelados para posterior cultivo até eclosdo. Nao houve diferenca entre os
grupos na populagédo folicular ao inicio da SOV, na resposta superestimulatoria
ou superovulatéria, nem no numero ou qualidade dos embrides colhidos. As
novilhas com <ECC apresentaram maiores concentracdes séricas de IGF-I,
entretanto as com >ECC tiveram insulina mais alta. Os embrides dos animais
com >ECC apresentaram diametro, taxas de eclosao e expresséao relativa de
MRNA do gene BAX superiores apos cultivo do que os coletados no grupo com
<ECC. Os resultados conflitantes entre os experimentos e com dados da
literatura sugerem haver diferentes respostas a alimentacdo dependendo da

raca ou estado nutricional na produgédo embrionaria.

PALAVRAS-CHAVE: Bovino, nutrigao, superovulagao, embrido.



BASTOS, M.R. Influence of body condition score and dry matter intake
previously to superovulation on in vivo embryo production in cattle.
Botucatu, 2008. 128p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of body condition and/or high
dry matter intake (flushing) on in vivo embryo production in superovulated
female cattle. A first experiment used 14 non-lactating Nelore x Simmental cows
with a high body condition score (BCS) divided into Maintenance=M or
Flushing=F groups. Seven days prior to onset of superovulation (SOV) until the
last day of treatment with FSH, group F cows were fed a diet to achieve 180%
of maintenance. Group M cows were fed a maintenance diet. The number of
recruited or ovulated follicles did not differ between groups (P>0.10). However,
the total number of embryos/ova and the number of viable embryos recovered
were greater in the M group (P<0.05). A second study investigated whether
differences in BCS, associated or not with nutritional flushing, influence the
embryo production in 36 Nelore heifers. Nutritional flushing was conducted
during 14 days prior to the onset of SOV. After recovery, viable embryos were
frozen to be subsequently cultured until hatching. There was no difference
among groups for follicle population at onset of SOV, superstimulatory or
superovulatory responses, nor number or quality of recovered embryos. Heifers
with <BCS had grater blood concentrations of IGF-I, whereas heifers with >BCS
had grater insulin. Embryos collected from >BCS heifers had greater diameter,
hatching rates and relative expression of the BAX gene mRNA than the ones
recovered from <BCS heifers. The conflicting results between the experiments
and also in relation to data from the literature suggest that there are different
responses to diets depending on animal breed or nutritional status on embryo

production.

KEYWORDS: Bovine, nutrition, superovulation, embryo.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria brasileira tem tido uma demanda crescente de animais de
elevado mérito genético, o que tem impulsionado o uso de técnicas avancadas
de biotecnologia, notadamente aquelas associadas a reproduc¢do animal, tal
como a superovulacado (SOV) e transferéncia de embrides (TE). Atualmente, o
Brasil € um dos paises que mais geram produtos utilizando esta biotecnologia,
porém com resultados muito variaveis e aquém do ideal. Ha variacao individual
ao tratamento observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus (Baruselli et
al., 2003) quanto em Bos taurus (Sartori et al., 2003, 2004; Martins et al.,
2005). Esta variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento
superovulatério € um dos maiores entraves em programas comerciais de TE
(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004) e esta
relacionada n&o so6 aos diferentes protocolos superovulatérios, mas também ao
estado nutricional do animal (Yaakub et al.,, 1999a). Em geral, fémeas de
elevado mérito genético que sdo utilizadas como doadoras de embrides,
geralmente ndo sdo submetidas a um manejo nutricional adequado, o que
compromete os resultados de TE. Além disso, a relagdo entre nutricdo e
reprodugdo & complexa e as respostas sdo muito variaveis e inconsistentes
(Boland & Lonergan, 2003).

A nutrigdo influencia diretamente a fertilidade de ruminantes através do
suprimento de nutrientes especificos requeridos para o processo de
desenvolvimento do espermatozoéide e do ovoécito, ovulagédo, fecundacéo,
sobrevivéncia embrionaria e estabelecimento da gestacdo. Pesquisas recentes
envolvendo nutricdo e fertilidade de bovinos tém demonstrado efeito da
nutricdo sobre eventos moleculares e celulares que envolvem a producgéo de
gametas, o desenvolvimento embrionario, o crescimento e a implantagcado do
concepto. Mudangas abruptas na composi¢do ou na quantidade de alimento
ingerido podem alterar a fungédo ruminal e a homeostase metabdlica com
consequéncias adversas na sobrevivéncia embrionaria (Robinson et al., 2006).

Além das altera¢des nutricionais, o estado metabdlico do animal também
estad entre os fatores que mais afetam o desempenho reprodutivo da fémea
bovina (Webb et al., 2004). No entanto, os mecanismos fisioldgicos especificos

através dos quais a dieta influencia a reproducdo permanecem pouco



entendidos e ainda precisam ser elucidados (Gong, 2002; Diskin et al., 2003).
Diversos estudos discutem a influéncia da nutricdo na fertilidade de ruminantes
(Butler, 2000; Gong, 2002; Webb et al., 2004). A ingestao de nutrientes age em
varios niveis dentro do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada e afeta fatores de
crescimento de origem sistémica ou local que controlam direta ou indiretamente
a fungao ovariana e a produgédo embrionaria.

A energia é o nutriente que mais afeta a reprodugao de fémeas bovinas.
A ingestédo insuficiente de energia esta correlacionada a um desempenho
reprodutivo insatisfatério, atraso na idade a puberdade, atraso no intervalo da
primeira ovulagdo e cio pés-parto e redugdo nas taxas de concepgdo e de
prenhez em vacas de corte e de leite (Santos et al., 2004). Por outro lado,
varios estudos mostram que dietas altamente energéticas diminuem a resposta
aos protocolos de superovulagdo, diminuem a producao embrionaria e alteram
a expressao de genes importantes para o desenvolvimento embrionario. O
mecanismo pelo qual isto ocorre ainda nao esta claro, mas acredita-se que
esteja relacionado com a producédo de ovécitos com qualidade comprometida
(Dunne et al., 1999; Yaakub et al., 1999b).

Sugere-se que esse comprometimento ovocitario, seja consequéncia
dos efeitos de mudancgas agudas na dieta sobre a fungcéo ovariana, os quais
sdo conduzidos por outros fatores sistémicos que ndo as gonadotrofinas e por
fatores produzidos localmente. Webb et al. (2004) afirmam que influéncias
ambientais, como altera¢des na dieta, afetam a atividade ovariana alterando as
concentragbes dos horménios metabdlicos, dentre eles o GH (somatotropina),
a insulina, o IGF (fator de crescimento semelhante a insulina) principalmente
IGF-I e a leptina e relatam também que a nutricao afeta a expressdo de mRNA
de componentes do sistema IGF ovariano a fim de regular a
sensibilidade/resposta dos foliculos as gonadotrofinas.

Além da quantidade energética fornecida nas dietas, o desempenho
reprodutivo de vacas também esta associado ao escore de condi¢do corporal
(ECC) que o animal se encontra (Morrison et al., 1999; Bossis et al., 1999).
Este ECC e o nivel energético da dieta influenciam, de forma sinérgica ou
antagbnica, em diversos fatores que regulam o desenvolvimento folicular

ovariano e a esteroidogénese, refletindo desta forma, qualitativa e



quantitativamente na produgédo de embrides (Rhodes et al., 1995; Adamiak et
al., 2005).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Influéncia da ingestdo alimentar no crescimento folicular e na

resposta superovulatoria de fémeas bovinas

Em ruminantes monovulatorios, o crescimento do foliculo primordial uma
vez iniciado, continua até que ele se torne atrésico ou prossiga até a ovulagéao.
Os mecanismos precisos que controlam o inicio e o numero de foliculos
primordiais que iniciam o crescimento ainda ndo sdo conhecidos. Estudos tém
confirmado que para um foliculo primordial atingir o estagio pré-ovulatério leva
em torno 90 a 120 dias e sabe-se que esse crescimento continuo & controlado
primariamente por fatores de crescimento locais e por gonadotrofinas (Webb et
al., 2004).

O inicio do desenvolvimento e o crescimento folicular durante toda a
fase pré-antral parece ser dependente de fatores de crescimento, nessa fase
nao existe dependéncia de gonadotrofinas embora RNAm para receptor de
FSH tenha sido detectado em foliculos com apenas uma ou duas camadas de
células da granulosa (foliculos primarios), antes mesmo da formacgao da teca
interna (Bao & Garverick, 1998; Webb et al., 2004). Estudos in vivo e in vitro
mostraram que o FSH na fase pré-antral acelera o desenvolvimento, mas n&o é
essencial para que ele ocorra. No entanto, assim que esses foliculos atingem o
didmetro de 4,0 mm, ou seja, chegam a fase de recrutamento, eles se tornam
dependentes de gonadotrofinas e os fatores de crescimento deixam de ser
determinantes e assumem um papel permissivo, ja que na auséncia de
gonadotrofinas os foliculos crescem apenas até atingirem o diametro de 4,0
mm (Campbell et al., 1995; Gong et al., 1996; Webb et al., 2004). A partir dessa
fase (recrutamento) em que os foliculos passam a ser dependentes de
gonadotrofinas, os fatores de crescimento assumem papel permissivo, apenas
auxiliando no crescimento (Webb et al., 2004).

Muitos trabalhos ja foram desenvolvidos com o objetivo de aumentar o
numero de foliculos recrutados, ja que o “pool” folicular presente na fase de
recrutamento € pré-requisito para melhorar a resposta aos protocolos de
superovulagdo e consequentemente melhorar a eficiéncia reprodutiva dos

animais domésticos (Fortune, 2003). A resposta superovulatoria pode ser



influenciada por fatores intrinsecos (relacionados ao animal) e extrinsecos
(ambiente), dentre eles a nutricdo. Até o presente momento, o “flushing”
nutricional (curto periodo de superalimentacdo) (Gutierrez et al.,, 1997,
Armstrong et al., 2002; Gong et al., 2002) e o uso do rbST (somatotropina
bovina recombinante) (Gong et al., 1991; Buratini et al., 2000) mostraram ser
os principais fatores capazes de influenciar positivamente o numero de foliculos
recrutados e/ou a resposta aos protocolos de superovulagéo.

A ingestdo de diferentes niveis nutricionais por um periodo curto de
tempo (em média com duracéo de 21 dias) pode influenciar o recrutamento de
pequenos foliculos, sem afetar as concentracbes de FSH (Gutierrez et al.,
1997; Armstrong et al., 2001; Gong et al., 2002), resultando em maior niumero
de foliculos ovulados apds tratamento superovulatério em animais com alta
ingestao alimentar (Gong et al., 2002). Este aumento esta associado a maior
concentracdo plasmatica de fatores de crescimento, principalmente IGF-I e
insulina (Freret et al., 2006). No entanto, Bastos et al. (2007a) trabalharam com
novilhas Nelore com alto e baixo escore de condigdao corporal (ECC),
submetidas ao “flushing” nutricional (180% da dieta de manutencéo) por 14
dias e nao encontraram diferenca no numero de foliculos recrutados em
relagéo ao grupo controle (alto e baixo ECC com dieta de manutencéo).

Os fatores de crescimento sao de origem sistémica ou produzidos
localmente pelas células da granulosa e da teca e podem agir por mecanismos
enddcrino, paracrino ou autdcrino, dentre eles se destacam o sistema IGF, a
insulina, a glicose e o horménio do crescimento (GH) e acredita-se que estes
sofram influéncias de alteragbes ambientais, principalmente nutricionais.

Exemplos especificos da influéncia da ingestédo alimentar sobre a funcao
ovariana sédo as correlagcdes entre o didmentro do foliculo pré-ovulatério e
perda de peso em vacas de corte (Rhodes et al.,1995), entre balanco
energético negativo e crescimento folicular em vacas de leite no periodo po6s-
parto (Beam & Butler, 1997) e o efeito da dieta na competéncia de
desenvolvimento de ovécitos de novilhas (Armstrong et al., 2001).

Foi sugerido por Diskin et al. (2003) que os mecanismos que levam a
alteragdes reprodutivas via eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada e alteram a
sintese e liberagcdo de gonadotrofinas, dependem do periodo de duracdo da

mudanga nutricional. Gong (2002) relatou que estudos mais recentes



levantaram a hip6tese que os horménios metabdlicos exercem um efeito direto
no ovario de fémeas submetidas a tratamentos com dietas diferenciadas. Ainda
relatou que n&o ha relagcéo consistente entre condigdo nutricional e secrecao
de gonadotrofinas, uma vez que a nutricdo nao alterou a secrecdo de FSH em
novilhas que entraram em anestro por restricdo alimentar prolongada, assim
como em novilhas superalimentadas por um periodo de trés semanas.

No entanto, Wettermann & Bossis (1999) afirmam que dieta ingerida e
reserva energética corporal influenciam as concentracbes de substratos
energéticos e hormdnios metabdlicos no sangue, os quais devem alterar o eixo
hipotalamo-hipofise-gbnada e relatam que esta estabelecido que o decréscimo
na pulsatilidade de LH esta associado ao anestro induzido nutricionalmente em
vacas, mas o sinal metabdlico entre reserva energética corporal e secrecao de
GnRH e LH ainda nao esta determinado.

Porém, em relacédo aos efeitos de mudancas agudas na dieta (que nao
séo suficientes para induzir o anestro) sobre a fungéo ovariana, acredita-se que
sejam conduzidos por outros fatores sistémicos que ndo as gonadotrofinas e
por fatores produzidos localmente. Confirmando, Armstrong et al. (2002)
encontraram que alterages nos niveis séricos de insulina e IGF-I induzidas por
alteragbes na quantidade da dieta ingerida, tém efeito direto no potencial
esteroidogénico das células da granulosa de foliculos pequenos (1,0 a 4,0 mm)
de bovinos. A dieta aumentou o numero de pequenos foliculos, a atividade da
aromatase e aumentou também a concentracdo de horménios metabdlicos.
Sugerindo que este seja um possivel mecanismo através do qual alteragbes
agudas na dieta podem afetar e, possivelmente, controlar o recrutamento
folicular, j& que as alteragbes observadas ocorreram apenas nos foliculos
pequenos, sem nehuma alteragéo nos foliculos médios.

Webb et al. (2004) também afirmam que influéncias ambientais,
principalmente alteragdes agudas na dieta, afetam atividade ovariana sem
alterar as concentragbes circulantes de gonadotrofinas, mas alteram as
concentragbes dos hormoénios metabdlicos, dentre eles o GH, a insulina, o
sistema IGF e a leptina e relatam também que a nutricdo altera o padrao de
expressao génica (RNAm) dos componentes do sistema IGF ovariano, a fim de
regular a sensibilidade/resposta dos foliculos as gonadotrofinas, sendo possivel

também aumentar o numero de foliculos recrutados e consequentemente,



melhorar a resposta aos programas de superestimulacdo induzida através do
uso de tratamentos hormonais a base de FSH.

No entanto, alguns trabalhos observaram efeito nulo (Bastos et al.,
2007a; Freret et al., 2006) ou negativo (Mantovani et al., 1993; Nolan et al.,
1998; Yaakub et al.,, 1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002;
Lozano et al., 2003; Adamiak et al., 2005; Bastos et al., 2007b; Mollo et al.,
2007) da alta ingestao alimentar sobre o numero de foliculos recrutados e
sobre a produgdo de ovocitos e de embrides. Alguns autores acreditam que
“flushing” nutricional associado a um ECC elevado nos animais pode exercer
um efeito deletério sobre o crescimento folicular, maturacdo ovocitaria e
producéo de embrides, possivelmente devido ao excesso de IGF-I (Webb et al.,
2004) e a hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005).

2.2. Hormoénios Metabdlicos

2.2.1. Hormoénio do Crescimento (GH)

O GH tem um papel na regulacdo da funcdo ovariana, mas os
mecanismos exatos da sua agéo ainda nao estdo bem esclarecidos. Sabe-se
que restricao nutricional leva ao aumento da concentragdo de GH plasmatico,
sendo que seu principal efeito parece ser regular a sintese e liberagao de IGF-|
hepatica, entretanto ainda nao foi descartada a possibilidade de o GH ter efeito
direto no ovario devido a presenca de mRNA para receptores de GH (Gong et
al.,, 1991). No entanto, esse possivel efeito direto ainda permanece muito
controverso. Lucy et al. (1993) através de RT-PCR detectaram apenas
pequenas quantidades de RNAm para receptor de GH expresso em células
foliculares e células pequenas do corpo luteo, mas a presenca da proteina
(himunoistoquimica) nao foi detectada em nenhum desses dois tipos celulares,
apenas em células luteais grandes encontraram grande quantidade de
receptores de GH.

Em relagcdo ao mecanismo de acgao e efeito do GH, Diskin et al. (2003) e
Fortune (2003) citam trabalhos (Kirby et al., 1996; Eckery et al., 1997; Kolle et
al., 1998; Lucy et al., 1998) nos quais foi detectado mMRNA para receptores de

GH nos foliculos ovarianos e existem evidéncias de que esses receptores



estdo presentes nas células da granulosa, o que possibilitaria uma acgéo direta
do GH no ovario. Diskin et al. (2003) ainda reforgcam essa hip6tese ao citar que
em rebanhos com deficiéncia na expressao de receptores de GH, as fémeas
sao capazes de reproduzir, porém, apresentam menor desempenho, sugerindo,
portanto, que o GH nao seja essencial para a fungéo reprodutiva, mas que atue
também como um facilitador, com o objetivo de melhorar a resposta reprodutiva
do rebanho.

Fortune (2003) cita em sua revisao o trabalho de Danilovich et al. (2000)
no qual populagdes de camundongos transgénicos com super-expressao de
receptores de GH bovino tiveram aumento no numero de foliculos pré-antrais e
antrais, e camundongos que sofreram nocaute dos receptores de GH tiveram
concentragdes plasmaticas reduzidas de IGF-I e de mRNA de IGF-I ovariano,
sendo dificil concluir, nesse caso, se o efeito do GH na func&o ovariana foi
direto ou indireto. Mas, nesta mesma revisdo também cita Bachelot et al.
(2002), em cujo trabalho foram usados implantes que elevaram as
concentragbes séricas de IGF-I para proximo do normal, o que né&o foi
suficiente para restabelecer a taxa normal de ovulagdo, tanto esponténea
quanto estimulada. Sugeriram, portanto, que o efeito do GH na populagéo
folicular € independente do efeito do IGF-I, ou seja, que além do GH influenciar
a liberagéo de IGF-I hepatico, realmente existe a possibilidade de ocorrer uma
acao direta do GH via receptores especificos nos ovarios.

Chase et al. (1998) e Bossis et al. (1999) mostraram que a liberagao de
GH é controlada pela nutricdo e pela concentracao de IGF-I através de “feed
back” negativo. No entanto, a agdo do GH na liberagéo de IGF-I é dependente
da presenca de insulina. Animais subnutridos apresentam elevadas
concentragbes de GH, baixas concentragdes de insulina e de IGF-I. Isso se
deve a uma menor atividade dos receptores hepaticos de GH, que pode ser por
menor quantidade ou por menor sinalizagdo do segundo mensageiro. A
atividade do receptor é determinada pela insulina. A presenga da insulina
determina receptores ativos e a auséncia leva a diminuicdo da atividade
(Chase et al., 1998). Também foi mostrado por Chase et al. (1998) que bovinos
com deficiéncia de receptores de GH (GHRD) eram associados a condigcéo de
miniatura e apresentavam menores concentracbes de IGF-I, maiores

concentracbes de GH e menor numero de foliculos pequenos presentes no



ovario, comparados ao grupo controle. Concluiram que GH e IGF-l séo
regulados pela nutricdo (maior ou menor concentragdo de insulina) e tém
efeitos diretos na funcéo ovariana e que alteracbes no GH, rGH e IGF-I
associadas a nutricdo ocorrem independentemente das gonadotrofinas.

Butler et al. (2003) mostraram que a insulina restaura a responsividade
ao GH em vacas de leite com balango energético negativo induzido pela
lactacdo, por efetar a expresséo de IGF-I e de receptores de GH. Trabalharam
com infusdes de insulina (1,0 ug/kg de peso vivo/hora) e observaram que as
concentragcbes de IGF-I aumentaram continuamente durante as infusbes, além
disso, encontraram maior expressao hepatica de mRNA para receptor de GH e
para IGF-l no grupo que recebeu as infusbes, em relagdo ao grupo controle.
Concluiram que a hipoinsulinemia observada no periodo pds-parto em vacas
de leite é responsavel pela menor expressao hepatica de receptores de GH,
resultando na nado ligacdo do eixo GH-IGF-I. A restauragdo da insulina
plasmatica acima de um nivel minimo, ainda ndo determinado, é importante
para restabelecer a funcionalidade do eixo GH-IGF-I em vacas em lactagéo ou
em outras situagdes que levam ao balango energético negativo.

Confirmando a hip6tese, Gong (2002) mostrou a importancia da insulina
e do sistema IGF como mediadores do GH no crescimento folicular inicial, ao
relatar que novilhas tiveram o niamero de foliculos pequenos aumentados com
0 aumento da insulina e do IGF-I, mas 0 mesmo n&o ocorreu quando apenas o
GH foi aumentado. Além disso, citou que concentragbes de IGF e insulina de
novilhas tratadas com GH agiram em sinergismo com as gonadotrofinas,
estimulando a proliferacao de células da granulosa em foliculos pequenos, mas
nao em médios e grandes, sendo consistente com observacdes prévias de que
o GH aumenta a populacédo somente de foliculos pequenos. De acordo com
Gutierrez et al. (1997) estudos in vitro mostraram que GH, insulina e IGF-I|
estimulam a proliferacdo e esteroidogénese de células da granulosa de
bovinos.

A expressdo hepatica de receptores de GH e de IGF-I respondem
agudamente ao “status” nutricional e fisioldgico em que os animais se
encontram. Esta bem estabelecido que a quantidade de receptores de GH
presentes no figado apresenta correlacdo positiva com as concentracdes

plasmaticas de IGF-l e com os niveis nutricionais. A inabilidade do GH



estimular a sintese e liberagao hepatica de IGF-I durante o periodo de balango
energético negativo € chamada de “resisténcia ao GH”, e & consequéncia da
hipoinsulinemia presente nesse periodo. Esta hipoinsulinemia causa “down
regulation” dos receptores de GH, logo esses animais apresentam elevadas
concentragbes séricas de GH, porém as concentracbes de IGF-I sao

drasticamnete reduzidas (Butler et al., 2003).

2.2.2. Sistema IGF

Os IGFs séao fatores de crescimento semelhante a insulina ou
somatomedinas, que sao produzidos e secretados primariamente pelo figado
em resposta ao estimulo do GH podendo ou ndo estar associados a nutricdo
(Diskin et al., 2003), principalmente as concentragdes séricas de insulina. Os
receptores de GH sao encontrados em diversos tecidos, porém o figado é o
local de maior abundéncia. A quantidade desses receptores presentes no
figado é dependente da presenca de insulina e eles determinam os niveis
circulantes de IGF-I (Butler et al., 2003).

Os IGFs atuam como mediadores na maioria das agdes promotoras de
crescimento do GH e sdo polipeptideos de cadeia unica com homologia
estrutural da pro-insulina. Eles regulam a proliferacdo e a diferenciacao de
varios tipos celulares e tém efeitos metabdlicos semelhantes a insulina. No
entanto, diferentemente da insulina, sdo produzidos pela maioria dos tecidos e
tém capacidade de atuar por via enddcrina, assim como por mecanismos
paracrino e/ou autécrino (Hafez & Hafez, 2004).

O sistema IGF é complexo e composto por IGF-I e IGF-II, por dois tipos
de receptores (tipo-l e Il), por seis proteinas ligadoras a IGF que séo as IGFBP-
1, -2, -3, -4, -5 e -6 e por enzimas de inativacao (IGFBPase) das IGFBPs. Nao
existe especificidade para receptor, porém quando IGF se liga ao receptor tipo
Il ndo desencadeia o sinal a célula, por ser inativo. As proteinas ligadoras de
baixo peso molecular (IGFBP-2, -4 e -5) apresentam maior afinidade pelos
IGFs impedindo que estes se liguem aos receptores. A funcéo das IGFBPases
€ degradar as IGFBPs possibilitando maior biodisponibilidade de IGF (livre)
para se ligar aos receptores (Fortune et al., 2004). O IGF-I, potente agente

mitogénico, estimula a diferenciacéo e proliferagdo celular e atua de maneira



sinérgica com o FSH na esterodogénese, aumentando a atividade da P450
aromatase (Echternkamp et al., 1994).

Webb et al. (2004) afirmaram que esses fatores produzidos localmente
tém papel importante no estagio inicial do desenvolvimento folicular e citam que
as células da granulosa de foliculos pré-antrais expressam mRNA de ambos
IGFBP-2 e receptor tipo | de IGF. Dessa forma, qualquer alteracdo nos
componentes do sistema IGF pode afetar potencialmente o desenvolvimento
folicular. Entretanto, ainda existem muitas contradicbes devido a grande
variedade de dados publicados, os quais demonstram tanto a presenga quanto
a auséncia de mRNA de IGF-l nas células da granulosa. Echternkamp et al.
(1993) comentam que apesar de o figado ser a maior fonte de IGF-I
mensuravel na circulagdo, RNAm de IGF-lI também foi identificado no tecido
ovariano de ratos, bovinos, suinos e ovinos. Da mesma forma, dados revisados
por Bao & Garverick (1998) e por Fortune et al. (2001) mostraram que Yuan et
al. (1997) encontraram expressao de IGF-I (células da granulosa) e -ll (células
da teca) em pequenos foliculos antrais (ainda n&o recrutados), foliculo
subordinado e dominante. Além disso, Yuan et al. (1998) e Chadrashekar et al.
(2004) também mostraram que a maioria dos foliculos nao recrutados
apresentavam expressdo de mRNA para IGFBP-2, sugerindo que o destino dos
foliculos que possuem mRNA para IGFBP-2 seja a atresia.

No entanto, Ginther et al. (2001) afirmam que somente foliculos acima
de 9,0 mm de didmetro expressam mRNA para IGF-I e Armstrong et al. (2001)
nao detectaram mRNA de IGF-I nem em células da granulosa nem em células
da teca. Ja o IGF-Il tem sido claramente detectado apenas em células da teca
de foliculos antrais (Yuan et al.,, 1997; Bao & Garverick, 1998; Webb et al.,
2004).

Os efeitos dos IGFs no desenvolvimento de foliculos pré-antrais tém
variado de acordo com o sistema de cultivo, mas a estimulagao foi conseguida
quando doses de insulina préximas da fisioldgica foram utilizadas. Além disso,
baseados nos experimentos desenvolvidos por Elvin & Matzuk (1998), ja foi
claramente demonstrada a importancia dos IGFs para os estagios iniciais do
desenvolvimento folicular, pois o nocaute do gene levou a um
comprometimento severo da foliculogénese pré-antral e antral inicial em

camundongos (revisado por Buratini, 2006).



Ginther et al. (2001), Rivera et al. (2001) e Fortune et al. (2004)
mostraram que também ha um forte envolvimento do sistema IGF na selecao
do foliculo dominante e que alteracbes no sistema IGF folicular s&o
determinantes criticos no estabelecimento da dominancia folicular.

Buttler (2000) afirma que os niveis plasmaticos de IGF-l estdo
diretamente relacionados com o “status” nutricional e que a presenca de IGF-I
€ fator critico no desenvolvimento folicular. Vacas de leite no periodo pds-parto
que desenvolveram um foliculo dominante capaz de ovular apresentavam os
niveis de IGF-l 40-50% mais altos durante as duas primeiras semanas
comparadas com o0s niveis presentes nas vacas com foliculos ndo ovulatorios.
Além do mais, concentracdo plasmatica de estradiol foi altamente
correlacionada com os niveis plasmaticos de IGF-I. Sugerindo que alteracdes
sisttmicas nas concentragcbes de IGF-I e IGFBPs também afetam suas
concentragcbes no fluido folicular. Afirma também que, durante o periodo de
balango energético negativo inicial, a habilidade do foliculo para produzir
suficiente estradiol para a ovulagcéo parece depender da biodisponibilidade de
insulina e IGF-I plasmatica e de alteragdes no perfil do balango energético.

No entanto, Landau et al. (2000) mostraram que as concentracdes
plasmaticas de insulina e IGF-l decrescem a medida que a deficiéncia
nutricional leva o animal ao anestro, mas em contraste com a insulina, que &
sistétmica e chega ao ovario pela circulagdo, o IGF-I também é produzido
localmente no ovario e sua concentragcéo no fluido folicular ndo é afetada pela
condicdo nutricional. Dessa forma os autores sugerem que a concentragcéo
sérica de insulina parece ser o principal sinal nutricional para os centros
cerebrais que regulam a secrec¢ao de GnRH.

Gutierrez et al. (1997), trabalharam com novilhas superalimentadas e
ndo observaram diferenca nas concentragdes séricas de IGF-I em relacéo as
novilhas que receberam dieta de manutengéo, indicando que IGF-l extra-
ovariano (sangue periférico) ndo altera o desenvolvimento folicular. Mas a
biodisponibilidade de IGF-lI provavelmente é alterada no fluido folicular. Foi
sugerido que maiores concentragbes de insulina induzida por alteracdo nos
niveis nutricionais diminuiu a expressao de |IGFBPs intraovarianas,

aumentando a biodisponibilidade dos IGFs (Armstrong et al., 2001).



No entanto, mais pesquisas ainda s&o necessarias para o entendimento
de como as IGFBPs regulam a acédo dos IGFs no desenvolvimento folicular,
mesmo sabendo que o “status” nutricional pode alterar a quantidade e a
espécie de IGFBP na circulacao periférica (Citado por Gong et al., 2002). Webb
et al. (2004) afirmam que mudangas induzidas pelo manejo nutricional na
concentragdo circulante de insulina e no sistema IGF s&o importantes para o
recrutamento folicular e citam que pequenos foliculos de novilhas
superalimentadas tiveram uma reducgéo significativa nos niveis de mRNA de
IGFBP-2 e -4, aumentando a biodisponibilidade de IGF. Este provavelmente é
um fator critico determinante do controle do desenvolvimento folicular pré-

antral.

2.2.3. Insulina

A insulina é secretada pelas células 3 do pancreas e tem papel central
no metabolismo corporal, além de sua ag&o anabdlica, também atua como sinal
do “status” energético para o sistema nervoso central. Estudos com cultivo in
vitro de células hipotalamicas tém mostrado que a insulina pode estimular a
liberacédo de GnRH, sendo também necesséria para a pulsatilidade normal de
LH. No ovario, receptores de insulina estdo amplamente distribuidos nas
células da granulosa, da teca e estroma ovariano. Concentragdes fisiol6gicas
de insulina provavelmente sdo necessarias para a esteroidogénese folicular
normal, sob acdo do FSH, além de atuar como um potente estimulador da
mitose (Bossis et al., 1999 ; Buttler et al., 2004). Concentra¢des de insulina em
torno de 100ng/ml estimulam a expressdao de mRNA e a atividade da P450
aromatase, além de aumentar a secre¢ao de estradiol (Silva & Price, 2002).

Estudos tém demonstrado a importancia da insulina como um sinal
mediando os efeitos de alteragbes agudas na dieta ingerida sobre a dindmica
folicular em bovinos. O decréscimo na fertilidade de vacas de leite com balango
energético negativo no periodo pos-parto foi associado ao decréscimo nas
concentragbes de IGF-I e insulina. Concentragbes séricas de insulina
apresentam variagdes diurnas, mas também ocorre variagdo durante o ciclo
estral, com significativo aumento durante o periodo pré-ovulatério. O estradiol é

forte candidato como mediador dessas alteragcbes, pois o aumento das



concentragcbes séricas de insulina ocorre paralelo ao aumento do estrogeno
associado ao desenvolvimento do foliculo dominante. Foi mostrado que o
estrogeno estimula ambos a expressdo de mRNA para insulina como também
sua secrec¢ao pelo pancreas (Webb et al., 2004).

Além de a insulina atuar como um sinal do “status” energético para o
sistema nervoso central, ela também sinaliza o figado, e sua presenca
determina a expressao hepatica de mRNA para receptor de GH e para IGF-I.
Portanto, acredita-se que a insulina € a base que permite a atuagao do eixo
GH-IGF-I (Butler et al., 2003).

Trabalhos com novilhas taurinas de corte mostraram que a
superalimentagédo por um curto periodo (maximo de trés semanas) aumentou
as concentragbes séricas de insulina, que consequentemente aumentou o
niamero de foliculos recrutados, melhorando a resposta superovulatéria
(Gutiérrez et al., 1997; Gong et al., 2002). No entanto, trabalhos com vacas
aneloradas (Martins et al., 2007) e novilhas Nelores (Mollo et al., 2007)
superalimentadas (1,7 da dieta de manutenc&o) apesar de apresentarem
maiores concentragdes séricas de insulina, ndo houve aumento no numero de
foliculos recrutados nas vacas, e inesperadamente, as novilhas
superalimentadas apresentaram menor numero de foliculos quando
comparadas aos animais do grupo sob restricdo alimetar (0,7 da dieta de
manutencéo).

O atraso na primeira ovulagédo € comum no periodo pés-parto em vacas
com elevado mérito genético para producao de leite e estd associado com
menores concentragdes circulantes de insulina (Buttler, 2000; Webb et al.,
2004). Dietas destinadas a aumentar as concentragdes circulantes de insulina
podem acelerar a primeira ovulagdo pos-parto. Para confirmar, Gong (2002)
relata que vacas de leite de alta produgéao que receberam dieta energética (que
eleva os niveis de insulina) nos primeiros 50 dias de lactagdo aceleraram a
primeira ovulagdo poés-parto e diminuiram o intervalo parto/primeiro
servigo/concepcéo. Além disso, quando a dieta foi fornecida durante os 100
primeiros dias de lactacdo ocorreu aumento na taxa de concepg¢éo ao primeiro
servico e reduziu o numero de servigos por concepg¢ao. Também foi citado que

infusdo de insulina aumentou tanto o didmetro do foliculo dominante quanto a



taxa de ovulagdo em novilhas de corte sob restricdo alimentar (Webb et al.,
2004).

Landau et al. (2000) demostraram que animais que recebem tratamento
nutricional por um curto periodo apresentaram, além de alteracbes nas
concentragdes séricas de insulina, alteracbes nas concentragbes de glicose e
insulina no ambiente folicular. Afirmam que houve diferenca nas concentragdes
de insulina e glicose entre foliculos pré-ovulatérios e subordinados, ou seja, a
dieta afetou a insulina dos foliculos pré-ovulatérios, mas nédo dos foliculos
subordinados e a concentracdo da insulina atingiu concentracdo maxima
proximo do estro, sugerindo que nesta fase folicular a insulina parece ser ainda
mais importante.

Ledn et al. (2004) trabalharam com novilhas de corte com baixo ECC e
as submeteram a superalimentacdo para ganho médio de peso de 1,0
kg/cabecal/dia e observaram que houve aumento de IGF-I quando o ECC
aumentou e que este aumento ocorreu quando o ECC estava entre 2 e 4
(escala de 1 a 10), porém a partir do ECC 4 as concentragbes de |IGF-|
atingiram um platd. Em relacdo a insulina, observaram que as novilhas
apresentaram um certo grau de resisténcia a insulina e citam que animais com
elevado ECC apresentaram hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina e que também foi reportado que tecido adiposo produz resistina, uma
proteina que causa resisténcia a insulina e sua secregao € “up-regulated” com

o aumento do tecido adiposo.

2.2.4. Glicose

A glicose parece ser um sinal metabdlico gerando informacdo para o
controle da secrecao de GnRH. De acordo com sua biodisponibilidade, ela age
dentro do sistema nervoso central na deteccédo de sitios periféricos para o
GnRH e modula, de forma indireta, a secrecéo de LH. A biodisponibilidade de
glicose influencia ambos os centros tonico e pré-ovulatorio de liberacédo de
GnRH, ou seja, a glicose modula a liberagdo de GnRH e indiretamente também
modula a de LH. Animais com hipoglicemia apresentaram atraso no inicio da
liberacdo de LH, mas a infusdo de glicose restaurou o tempo normal da

liberagao de LH induzida pelo estrégeno (Diskin et al., 2003).



Bossis et al. (1999) afirmam que animais submetidos a restricao
nutricional apresentam reduzidas concentragdes de glicose, no entanto, essas
alteracgdes provavelmente tém um pequeno impacto direto na fung¢do ovariana,
pois estudos in vitro indicam que apesar de a glicose ser necessaria para a
esteroidogénese maxima, a concentracdo pode variar de 25 a 75 mg/dL sem
alterar seus efeitos estimulatorios.

No entanto, em relagdo ao efeito direto da glicose no eixo hipotalamo-
hipofise-gbnada, Bossis et al. (1999) confirmaram os dados de Diskin et al.
(2003), pois relataram que mudangas nas concentragcbes de glicose devem
influenciar a fung¢ado hipotalémica-hipofisaria, uma vez que a infusédo sistémica
de glicose em vacas lactantes em anestro aumentou a freqiiéncia de pulsos € a
concentragdo de LH sérico durante tratamento com GnRH. Além disso, a
concentragéo de glicose foi positivamente correlacionada com a dieta ingerida

e com a freqiiéncia de pulsos de LH em novilhas pré-puberes.

2.3. Influéncia da ingestdo alimentar na qualidade ovocitaria de fémeas

bovinas

Embora se saiba que a manifestacgéo final do efeito deletério da nutricdo
inadequada sobre a fertilidade seja a mortalidade embrionaria, ainda nao esta
totalmente elucidado se a nutricdo afeta a qualidade embrionaria por alterar a
capacidade de desenvolvimento dos ovécitos ou por causar mudangas durante
o desenvolvimento embrionario, além das possiveis alteracdes no ambiente
uterino (Boland & Lonergan, 2003; Nolan et al., 1998). Alguns estudos recentes
tém estabelecido que a producdo embrionaria € determinada pela qualidade
intrinsica do ovocito, enquanto o ambiente pés-fecundagédo determina a
qualidade e capacidade de desenvolvimento dos embrides, independente da
origem do zigoto (Rizos et al., 2002; Rubio Pomar et al., 2005).

Como dados da literatura fazem crer que a nutrigdo pode afetar todo o
processo de foliculogénese, acredita-se que ocorra alteragbes nos ovdcitos
quanto a sua qualidade. Boland et al. (2001) citaram que dados da literatura ja
mostraram que o0 excesso de ingestdo alimentar reduz a resposta
superovulatéria e a produgdo embrionaria, além de alterar o padrdo de

expresao de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario. Porém os



mecanismos desses efeitos ndo estdo claros, mas todos sugerem que a
qualidade dos ovécitos produzidos seja comprometida.

McEvoy et al. (1995) trabalhando com ovelhas concluiram que ovelhas
com ingestéo energética restrita a 0,6 vezes a dieta de manutencao produziam
ovocito com maior capacidade de desenvolvimento in vivo e in vitro do que
ovelhas alimentadas com 2,3 vezes a dieta de manutencao.

Confirmando os efeitos deletérios, Adamiak et al. (2005) mostraram
efeito negativo da hiperinsulinemia na qualidade dos ovocitos e esta
hiperinsulinemia foi provocada por ingestdo de altos niveis nutricionais
acompanhada de elevado escore de condi¢do corporal, mostrando que os
efeitos dependem n&o s6 da quantidade de dieta ingerida, mas também da
condigao corporal dos animais.

No entanto, num estudo com novilhas de corte submetidas a alta e baixa
ingestdo alimentar, ndo foi encontrado efeito da dieta sobre a qualidade
morfologica dos ovécitos, nem sobre a capacidade de desenvolvimento in vitro
desses ovocitos. Poréem, quando foi avaliada a taxa de desenvolvimento de
embrides coletados in vivo e cultivados in vitro por 24 horas, foi observado que
os embrides coletados de novilhas submetidas a restricdo alimentar se
desenvolveram melhor comparados aos do grupo com dieta ad libitum.
Sugerindo que a dieta ndo afetou a morfologia ovocitaria, mas sim sua

capacidade de desenvolvimento pos-fecundagéo (Nolan et al., 1998).

2.4. Influéncia da ingestao alimentar na producdao in vivo de embrides em

fémeas bovinas superovuladas

Sabe-se que producgao e qualidade embrionaria devem ser consideradas
para uma melhor eficiéncia da técnica de transferéncia de embrides (Rubio
Pomar et al., 2005). Porém, resposta superovulatoria e consequente produgao
de uma doadora de embrides sofre grande influéncia do estado ovariano, o
qual é influenciado por diversos fatores, dentre eles a nutricdo. Vale ressaltar
que o tipo e/ou quantidade da dieta fornecida aos animais antes de iniciar os
programas de superestimulacdo tem forte influéncia sobre a resposta

superovulatéria e qualidade embrionaria (Yaakub et al., 1999b).



Ha controvérsias na literatura quanto ao efeito dos niveis energéticos ou
quantidade de MS ingerida na resposta a protocolos de superovulagéo. Alguns
trabalhos detectaram efeitos positivos da alta ingestao alimentar na populagéo
folicular e numero de ovulagdes (Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002),
outros ndo detectaram efeito (Bastos et al.,, 2007a) e outros detectaram um
efeito contrario (Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al.,
1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; Lozano et al., 2003; Mollo
et al., 2007). Esses estudos estdo descritos mais detalhadamente a seguir.

Independente do efeito da quantidade da dieta ingerida sobre a resposta
superovulatéria parece ser consenso que 0 excesso nutricional tem um efeito
deletério na qualidade dos embrides produzidos (Nolan et al., 1998; Yaakub et
al., 1999b; Lozano et al., 2003), e que a redugao da ingestao alimentar por um
periodo de tempo limitado previamente a superovulacdo pode melhorar a
qualidade destes embrides (Santos & Sa Filho, 2006). Essa reducédo de
ingestdo, entretanto, quando empregada apés a |IA pode ocasionar um efeito
negativo sobre a taxa de sobrevivéncia embrionaria (Dunne et al., 1999). Nesse
estudo, foi observada queda de 30% na taxa de sobrevivéncia embrionaria nos
dias 14 a 16 de gestacdo de novilhas taurinas de corte, quando a dieta foi
reduzida de 200 para 80% dos valores necessarios a manutencéo,
imediatamente apoés a |A.

Gutierrez et al. (1997) concluiram que, a alta ingestdo de (matéria seca)
MS por duas semanas foi associada a um numero maior de foliculos pequenos
recrutados durante a primeira onda do ciclo estral. Em seguida, Gong et al.
(2002) desenvolveram um trabalho complementar para avaliar o efeito do
aumento nutricional na resposta aos protocolos de superovulagdo em novilhas
taurinas e comprovaram que a alta ingestado alimentar por um periodo de trés
semanas aumentou o numero de pequenos foliculos e de ovulagdes em
relacdo ao grupo controle. Neste estudo, entretanto, ndo foram apresentados
resultados de produgéo de embrides.

Dois estudos (Yaakub et al., 1999b; Wrenzycki et al., 2000) avaliaram o
efeito do tipo e da quantidade de concentrado sobre a superovulagdo e a
producao de embrides. Os tratamentos consistiam em dois concentrados, um a
base de cevada e outro a base de polpa citrica e de beterraba, com consumo

ad libitum ou restrito. Os autores observaram que as novilhas que receberam



quantidade restrita de concentrado produziram um numero maior de embrides
e estes foram de qualidade superior em relagdo as novilhas com dieta ad
libitum. Da mesma forma, Mantovani et al. (1993) reportaram que, o aumento
na ingestdo de concentrado de 3,0 kg para ingestdo ad libitum em novilhas de
corte taurinas reduziu a resposta superovulatéria e a produgao de embrides de
qualidade superior. Ainda, nos estudos de Yaakub et al. (1999b) e Wrenzycki et
al. (2000), novilhas alimentadas com polpa citrica e de beterraba produziram
mais embrides transferiveis apdés superovulacdo em relagcdo as alimentadas
com cevada. Bastos et al. (2007b) ndo encontraram diferengca no numero de
foliculos recrutados e ovulados entre vacas de corte mesticas com elevado
ECC alimentadas com dieta de manutengéo em relagdo as com alta ingestéo
alimentar, iniciada sete dias antes do inicio do protocolo de superovulagéo.
Este estudo detectou, entretanto, um maior numero de estruturas totais e
embrides viaveis coletados nos animais do grupo de manutencgao.

Trabalhando com novilhas de corte taurinas, Nolan et al. (1998)
detectaram um numero maior de foliculos superestimulados, ap6s aplicagao de
FSH, nos animais com baixa ingestdo alimentar em relacdo aos de alta
ingestdo. Apesar disso, ndo observaram diferenga entre os grupos no numero
de corpos luteos e de embrides coletados ou transferiveis. Neste mesmo
estudo, foi encontrado que apo6s 24 horas de cultivo in vitro dos embrides
coletados, uma maior propor¢cao de embrides desenvolveu ao estagio de
blastocisto. Além disso, o numero de células presentes nestes blastocistos foi
superior nas novilhas que estavam sob restricdo alimentar. Similarmente, Mollo
et al. (2007) observaram que novilhas da raga Nelore confinadas e submetidas
a restricdo alimentar (0,7 x M) apresentaram respostas superestimulatorias e
superovulatérias maiores do que novilhas submetidas a alta ingestao alimentar
(ad libitum). Além disso, 0 numero de embrides coletados também foi superior
no grupo de baixa ingestéo.

Negrdo et al. (1997) concluiram que a produgdo de embrides
transferiveis aumenta a medida que o consumo energético diminui. Em ovelhas
(McEvoy et al.,, 1995 Lozano et al, 2003) ou novilhas superovuladas
(O’Callaghan & Boland, 1999; Yaakub et al., 1999b), o fornecimento de alta
quantidade de alimento acarretou em reducdo do desenvolvimento

embrionario. Da mesma forma, Wrenzycki et al. (2000) demonstraram que em



novilhas de corte superovuladas um aumento na ingestdo de concentrado de
3,0 kg por dia para ad libitum reduz o numero de ovulagdes e propicia poucos
embrides de boa qualidade. O tipo da dieta fornecida antes da superovulagéo
também afeta a resposta superovulatéria e a qualidade embrionaria.

Segundo Siddiqui et al. (2002), um nivel nutricional que limite o ECC em
25 a 3,0 (escala de 1 a 5) em vacas zebus antes de um tratamento de
superovulagao, seria melhor do que um alto nivel nutricional. Em concordancia,
Adamiak et al. (2005) acreditam que o efeito do nivel nutricional sobre as
qualidades ovocitaria e embrionaria € dependente do ECC inicial da fémea
bovina. Entretanto, Bastos et al. (2007a) n&o encontraram diferenga na
resposta superovulatéria, produgcéo e qualidade embrionaria em novilhas da
raga Nelore com alto ou baixo ECC submetidas ou n&o ao “flushing” nutricional

por 14 dias, antes da superovulagéo.

2.5. Influéncia da ingestdo alimentar no padrdo de expressdo de genes
relacionados a qualidade de embriées bovinos

A morfologia € comumente utilizada como um critério de selegéo
embriondria. Notadamente, diferengcas na viabilidade embrionaria foram
observadas quando embrides produzidos in vivo e in vitro de mesma qualidade
morfolégica foram avaliados (Rubio Pomar et al., 2005). Existe uma clara
diferenca entre as taxas de concepgéo observadas entre embrides produzidos
in vivo e in vitro, mesmo quando s&o usados embrides de alta qualidade
morfologica (Rubio Pomar et al., 2005).

Anormalidades detectadas no padrdo de transcricdo dos embrides
bovinos produzidos in vitro, quando comparado aos produzidos in vivo, podem
explicar a reduzida qualidade daqueles em termos de viabilidade apds
criopreservagéo (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 razéo pela qual os embrides in vitro sdo de qualidade inferior
comparados aos in vivo é devido a deficiéncia do “maquinario” associado com
a transcricao e tradugdo. A expressédo de genes em embrides é alterada em

diferentes condi¢cdes de cultura, que influenciam o potencial desenvolvimento



durante a pré-implantacédo e o desenvolvimento fetal (Corcoran et al., 2006;
Sagirkaya et al., 2006).

Da mesma forma, diversos autores afirmam que o ambiente de cultura
pods-fecundacao pode ter um efeito drastico no padrao de expressdo de RNAm
de muitos genes importantes para o desenvolvimento embrionario (Lonergan et
al., 2006) e podem explicar a diferengca na qualidade de cada embrido (Rizos et
al., 2002). Rizos et al. (2002) demonstraram que a cultura de zigotos bovinos
produzidos in vitro no oviduto de ovelhas pode aumentar drasticamente a sua
criotolerancia a um nivel similar aquela de embrides produzidos in vivo.
Paralelamente Yasseen et al. (2001) observaram que os embrides bovinos
respondem a alteragdes ambientais, muito precocemente no desenvolvimento,
através da modificacdo na sintese de RNAm especificos.

Essas observagbes sugerem que paralelo a caracterizagdo morfoldgica,
meétodos adicionais sdo necessarios para um correto prognostico do potencial
de desenvolvimento e do resultado de prenhez. Dentre esses métodos existem
as técnicas nao-invasivas, como o teste de criotolerancia, e testes metabdlicos,
assim como técnicas invasivas que envolvem a analise da expressdo de
proteinas e genes e a deteccdo de apoptose (Rubio Pomar et al., 2005).
Estudos empregando o método da reacdo em cadeia polimerase trasncriptase
reversa (RT-PCR) tém revelado diferengas entre a relativa abundancia de
alguns genes transcritos, importantes para o desenvolvimento, entre embrides
bovinos produzidos in vitro e in vivo (Rizos et al., 2002).

Segundo Rizos et al. (2002) alteracbes observadas na expressédo de
RNAmM podem estar diretamente relacionadas com a qualidade dos
blastocistos. 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 composicdo e quantidade da dieta
fornecida as novilhas doadoras. Além disso, os autores sugerem que
alteragdes no padrédo de expressdo génica podem ser usadas como
marcadores moleculares para diferenciar popula¢cdes de embrides produzidos
por doadoras submetidas a diferentes regimes nutricionais.

Determinados genes estdo descritos na literatura como possiveis
marcadores para qualidade embrionaria, dentre eles pode-se destacar: Bax

(pro-apoptaotico), Bcel-2 (anti-apoptético), genes do sistema IGF (estimulam o



cerscimento embrionario, fetal e placentario), Mn-SOD (age contra o estresse
oxidativo), IFN-t (reconhecimento materno da gestacao) e GRB-10 (controle do
crescimento embrionario, fetal e placentario).

Adicionalmente, Wrenzycki et al. (2000) concluiram que diferencas
observadas na expressao génica e nos substratos metabdlicos de embrides
produzidos in vivo podem ser atribuidas a composicdo e quantidade da dieta
fornecida as novilhas doadoras. Além disso, os autores sugerem que as
alteragbes na expressdo génica podem ser usadas como marcadores
moleculares para diferenciar populagdes de embrides produzidos sob

diferentes regimes nutricionais.

2.5.1. Genes Bax e Bcl-2

A apoptose, uma forma programada de morte celular, tem sido
observada em embrides no estagio de pré-implantacdo em diversas espécies
de mamiferos e esta presumivelmente envolvida na eliminacao de células
anormais ou redundantes (Rubio Pomar et al., 2005). Além do importante papel
no desenvolvimento do animal e na homeostase celular, também age como um
mecanismo de controle de qualidade, o qual remove células que estao
danificadas, ndo funcionais, extraviadas ou supranumerarias (Paula-Lopes &
Hansen, 2002).

Estudos tém mostrado que membros da familia dos genes Bcl-2
desempenham papel importante na regulacdo da apoptose. Pelo menos 15
membros da familia do gene Bcl-2 foram identificados em mamiferos e
categorizados em 2 sub-grupos, o anti-apoptético (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, A1, Mcl-
1) e o pré-apoptético (Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bin, Bad, Bid e Bcl-
xs). Ja foi demonstrado que a razédo de Bcl-2 e Bax é o determinante critico
tanto da sobrevivéncia quanto da morte celular. Quando o Bax esta
overexpressed nas células a apoptose é acelerada. Os autores encontraram
que a expressao da proteina do gene Bcl-2 foi significativamente maior do que
a expressao da proteina do Bax em odcitos grau | e embrides de boa qualidade
(de 2 a 8 células e blastocistos). Em contraste, a expressao de proteinas do
Bax foi muito maior do que a expressao de proteinas do Bcl-2 em o6citos grau

IV e embrides degenerados (Yang & Rajamahendran, 2002).



Yang & Rajamahendran (2002) observaram que a expressao de Bcl-2 foi
maior em embrides e o06citos de boa qualidade, baixa em embrides
fragmentados e dificilmente detectada em odcitos desnudos. Contrariamente, a
expressao de Bax foi observada em todos os tipos de oécitos e embrides com
maior expressdo nos oocitos desnudos. Adicionalmente, Rizos et al. (2003)
afirmam que a expressédo do gene Bax pode representar um usual marcador
para qualidade de blastocistos. Isso implica que a relagéo de Bcl-2 e Bax pode
ser usada como indicador da tendéncia para apoptose ou sobrevivéncia dos
embrides. Foi proposto que a propensdo a apoptose é continuamente contra
balanceada nas células por genes que estimulam a sobrevivéncia e
proliferagdo celulares. Sob indugdo de estimulo apropriado a célula ativa ou
para a repressdo de produtos génicos responsaveis pelo controle do
mecanismo suicida.

As condi¢cbdes de cultivo podem ter um efeito substancial no grau de
apoptose nos embrides como tem sido demonstrado para varias espécies,
como humanos, ratos, bovinos, eqlinos, ovinos e suinos (Rubio Pomar et al.,
2005). Rizos et al. (2002) observaram que a expressédo do gene Bax foi maior
nos embrides produzidos in vitro (meio SOF) quando comparada com a
expressao em outros meios de cultivo e com embrides produzidos in vivo. No
entanto, Sagirkaya et al. (2006) relataram que o numero médio de células, a
porcentagem de células apoptoticas por blastocistos e a expressdo génica nao
diferiu entre os blastocistos produzidos in vivo e in vitro. Rubio Pomar et al.
(2005) detectaram baixos niveis de apoptose em ambos os blastocistos
produzidos in vivo e in vitro em todas as espécies. Em geral, todos os
blastocistos examinados exibiram baixa incidéncia de apoptose provavelmente
devido ao fato de que apenas blastocistos de alta qualidade morfoldgica foram
usados neste experimento. Nos embrides equinos produzidos in vivo e in vitro
poucas células apresentaram sinais de apoptose, embora diferengas tenham
sido observadas em relacdo a ocorréncia de danos na membrana,
fragmentagao nuclear e nucleo contendo fragmento de DNA. A porcentagem de
nucleos exibindo fragmentagdo nuclear foi significativamente maior nos
blastocistos bovinos e suinos produzidos in vitro comparados com aqueles in

Vivo.



Martins et al. (2006) trabalhando com vacas aneloradas tratadas com
alto ou baixo nivel de ingestao alimentar, encontraram maior expresséo global
dos genes avaliados (Bax, IFN-t, GRB-10, GPX-4, Mn-SOD e Catalase), além
de maior expressdo do gene Bax nos embrides produzidos in vitro,
provenientes das doadoras sob regime de baixa ingestao alimentar e sugeriram
que dieta restrita em energia influenciou positivamente os fatores relacionados
a qualidade ovocitaria e consequentemente, o desenvolvimento embrionario

em bovinos.

2.5.2. Genes do sistema IGF

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) melhoram a
proliferagcdo celular, a mitose e a atividade dos hormdnios esterdides.
Evidéncias indicam que desempenham um papel importante no
desenvolvimento embrionario precoce. A partir de alguns estudos Yasseen et
al. (2001) consideraram a possibilidade de os IGFs atuarem fator de
sobrevivéncia embrionaria. A expressao de transcritos da familia dos IGFs foi
detectada em uma grande variedade de espécies (Yasseen et al., 2001).

As concentragdes de RNAm para IGF-Il, IGF-IIR e IGF-IR parecem
seguir um padrao similar a maioria dos genes expressados durante a
maturagdo oocitaria em que eles aumentaram, indicando que a maturacao
pode depender de um aumento de RNAm desse genes. Apds a maturacao, as
concentragdes desses IGFs diminuiram gradualmente até ocorrer a ativacao do
genoma embrionario, no estagio de 8 a 16 células. Apds isso, as
concentragbes de RNAm para IGF-ll, IGF-IIR e IGF-IR aumentaram até o
estagio de blastocisto eclodido. Esse aumento pode indicar um importante
papel dos fatores de crescimento da familia IGF no alongamento do embrido.
Os transcritos de IGF-l ndo foram detectados em nenhum estagio do
desenvolvimento pre-implantacdo. No entanto, tem sido mostrado que o IGF-I
previne a apoptose em embrides de coelhos em estagio de desenvolvimento
inicial e age como fator de sobrevivéncia (Yasseen et al., 2001).

A sindrome do bezerro grande & observada em bovinos e ovinos,
principalmente quando sdo gestagdes de embrides produzidos in vitro ou

clonados e diferencas no padrdo de expressdo génica do embrido parecem



estar envolvidas neste fendbmeno. Fetos bovinos produzidos in vitro, com 63
dias de idade, apresentavam maior expressao de IGF-ll, quando comparados
aos produzidos in vivo. Metilagdo e niveis de expressao de IGF-IIR foi reduzida
em 30-60% no plasma, figado e musculo em fetos com supercrescimento,
avaliados no terco médio da gestagéo, em relagdo ao grupo controle (citado por
Lazzari et al., 2002).

2.5.3. Gene INF-t

A proteina |IFN-t, exclusivamente secretada pelas células do
trofectoderma, € o agente primario responsavel pelo reconhecimento materno
da gestagdo em bovinos (Roberts et al., 1992). Exerce efeito anti-luteolitico por
atenuar a pulsatilidade e a secrecao de PGF2a pelo endométrio uterino. Em
bovinos 0 embrido comecga a expressar IFN-t quando o blastocisto se forma,
sugerindo que a producdo de IFN-t esta fortemente relacionada com a
formacao da blastocele.

Muitos estudos desenvolvidos tiveram como objetivo correlacionar a
quantidade de IFN-t que é secretada pelo blastocisto com sua qualidade
morfolégica, mas os resultados ainda sao inconclusivos. Ja foi observado um
maior nivel de expressao de IFN-t em blastocistos produzidos in vitro na
auséncia de soro fetal bovino (SFB), o que seria consistente com a hipétese de
que niveis desse transcrito sdo maiores em embrides de boa qualidade,
sugerindo que o gene IFN-t seja utilizado como marcador molecular da
qualidade embrionaria (Rizos et al., 2003).

No entanto, Neira et al. (2007) ja observaram que embrides de
qualidade excelente ou boa tiveram maior produgéo de IFN-t comparados aos
embrides de pior qualidade, mostrando que a produc¢ao do IFN-t pode ser um

indicador de qualidade embrionaria.

2.5.4. Gene GRB-10

A proteina intracelular GRB-10 (growth factor receptor-bound protein) é

membro da familia das proteinas adaptadoras que também inclui o GRB-7 e



GRB-14. Estudos com cultivo de células mostraram que o GRB-10 ativa
recptores tirosina kinase, tais como, receptores de insulina, receptor tipo | de
IGF, receptores de fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de
crescimento de hepatdcito (c-Met). No entanto, se o GRB-10 age positivamente
ou negativamente sinalizando as células ainda ndo esta determinado
(Charalambous et al., 2003). Estas proteinas adaptadoras podem se ligar a
diversos receptores proteina kinase ou a proteinas intracelulares e mediar a
ligacdo destas proteinas aos receptores e parecem ter funcdo em diversos
processos celulares, incluindo regulacdo do crescimento e metabolismo,
apoptose e migragao celular, além da regulacdo dos sinais dos receptores de
insulina e IGF (Holt & Siddle, 2005).

GRB-10 parece ter maior afinidade com os receptores de insulina e
receptores tipo | de IGF. No entanto, existe contradicdo entre os dados
encontrados na literatura em relagdo ao efeito estimulatério ou inbitério do
GRB-10 (Vecchione et al., 2003; Holt & Siddle, 2005). Através de estudos com
super-expressédo de GRB-10 encontraram inibicdo do crescimento celular
estimulado por IGF, mas nao por insulina (Holt & Siddle, 2005). Morrione et al.
(1997) também observaram efeito inibitério do GRB-10 (mGrb10a) na
proliferagédo celular mediada pelo IGF-I. Ja Vecchione et al. (2003) mostraram e
citaram trabalhos com efeito inibitério sobre a proliferacao celular estimulada
tanto por IGF quanto por insulina. Por outro lado, apenas O’Neill et al. (1996)
encontraram efeito estimulatério na sinalizacado de IGF e insulina, trabalhando
com variagbes do GRB-10 humano. Dessa forma, pode-se observar que ainda
ndo esta estabelecido se existe uma interacado diferencial com os receptores de
insulina e IGF, o que resultaria em uma regulagédo seletiva (Holt & Siddle,
2005).

Além da inibicdo da atividade kinase do IR por ligagdo direta ao IR
(receptor de insulina), o GRB-10 também regula negativamente a sinalizagcéo
da insulina por estimular a degradacdo do seu receptor. Uma vez que, a
supressao endoégena do GRB-10 levou ao aumento da proteina IR, e a super-
expressao reduziu estes niveis, ndo alterando quantidades de RNAm de IR,
monstrando que a modulagdo via GRB-10 é pés traducional e nao

transcricional (Ramos et al., 2006).



Vecchione et al., 2003 mostrou que o GRB-10 atua como adaptador
ligando a proteina Nedd4 ao receptor de IGF, mediando, portanto a
ubiquitinagcdo deste receptor, sendo outra forma de inibir a sinalizagdo do
receptor de IGF que estimularia o crescimento.

Muitos genes “imprinted” tém papel significativo no crescimento fetal e
placentario e na diferenciacdo. Alteracéo e desregulagdo dos genes “imprinted”
levam ao supercrescimento do feto e da placenta durante a gestacao,
especialmente em produtos da clonagem por apresentarem um padréo de
expressao génica diferente dos embribes produzidos in vitro ou in vivo
(Ruddock et al., 2003).

O GRB-10 é um gene paternalmente “imprinted” (represséo seletiva da
expressédo do mRNA de um dos genitores) (Ruddock et al., 2004), portanto é
expresso maternalmente e foi sugerido que em humanos € um gene candidato
para a sindrome “Silver-Russell”, caracterizada por crescimento retardado, pré
e pos-natal (Vecchione et al., 2003). GRB-10 esta expresso na maioria dos
tecidos e em todos os estagios embrionarios (2, 4, 8 e 16-32 células, moérula,
blastocisto (D7) e blastocisto expandido (D9), além de ovécitos maduros em
bovinos (Ruddock et al., 2004).

Charalambous et al. (2003) mostraram que o GRB-10 limitou o
crescimento placentario e embrionario, devido a interagao direta com o receptor
tipo | de IGF e impediu a sinalizagdo do IGF-Il, que é o maior fator de
crescimento do embrido e da placenta e a perda da fungédo do GRB-10 resultou

em super-crescimento destes.

2.6. Influéncia da ingestdo alimentar na congelabilidade de embrides

bovinos produzidos in vivo

A criopreservagcdo € um procedimento lento que expbde o embrido a
varias fases de congelagéo pela agdo de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos.
Esses fatores podem causar lesdo na zona pelucida, membrana ou
citoesqueleto celular e disturbios metabdlicos. Tais defeitos celulares levam a
perda do controle celular e eventualmente, a morte por apoptose ou necrose

(Citato por Lapatarova et al., 2006).



Os bovinos e suinos possuem normalmente embrides com maiores
quantidades de gotas de lipidios, ao contrario de humanos e roedores. Essas
gotas de gordura, presentes nos ovocitos, fornecem energia durante a
fecundacdo e para o desenvolvimento embrionario inicial. Além disso, séo
importantes na maturagdo ovocitaria, fecundagdo e desenvolvimento
embrionario e possuem influéncia na sensibilidade a congelagdo de embrides,
devido a mudangas causadas na membrana lipidica (Kikuchi et al., 2002),
sendo esta uma possivel explicacdo para a maior sensibilidade dos embrides
bovinos a criopreservacgao.

Apesar disso, a criopreservagdo de embrides é largamente usada na
transferéncia comercial de embrides provenientes de vacas taurinas, pois nesta
classe animal as taxas de sobrevivéncia dos embrides
criopreservados/descongelados sao préoximas dos embrides transferidos a
fresco (Hasler, 2001). Entretanto, a criopreservagédo convencional de embrides
zebuinos é problematica, ndo apresentando resultados similares aquela com
embrides taurinos. De fato, diversos estudos relataram diferengas marcantes
na resposta a criopreservacédo de embrides coletados de doadoras taurinas
versus zebuinas, sendo que os de zebuinas sao menos resistentes ao
processo de criopreservacao (Zanenga, 1993). Dentre as diferengas
observadas entre embrides de vacas holandesas e Nelore, destaca-se a maior
quantidade de lipideos intracelulares nos embribes taurinos (Visintin et al.,
2002), que pode estar relacionada com a melhor congelabilidade dos embrides
observada nesta subespécie. Por outro lado, foi demonstrado que embrides de
vacas mesticas produzidos in vitro que tém menor resisténcia a
criopreservagdo, possuem um maior volume ocupado por gotas de lipideo
quando comparados a embrides produzidos in vivo por superovulacdo em
vacas holandesas (28,4% versus 6,7%) (Pegoraro et al., 2004). Portanto, ha
controvérsias em relagdo a ultra-estrutura embrionaria e congelabilidade de
embrides produzidos in vivo e in vitro, além do possivel efeito da nutricdo e
estado metabodlico da doadora na qualidade morfolégica e criotolerancia dos
embrides produzidos.

Embrides acima de quatro células possuem concentracbes maiores de
acidos graxos insaturados, como acidos linoléico e oléico, em relagdo ao

saturado. A concentragdo de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa



(acido aracdbnico e acido decosahexaenodico) tendeu ser mais elevada em
embrides de desenvolvimento avangado e de alta qualidade (Haggarty et al.,
2006). Entretanto, o quanto a composicao lipidica e a criotolerancia dos
embrides se deve a raca das doadoras e 0 quanto se deve a alimentacéo e

estado nutricional do animal no momento da SOV ainda nao esta definido.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da alta ingestdo de matéria seca (AIMS)
sobre a resposta superovulatoria de vacas Nelore x Simental. Quatorze vacas
nao lactantes, com escore de condi¢ao corporal (ECC) igual a 4,0 (escala de 1
a 5) foram divididas aleatoriamente em dois grupos (Manutencdo=M ou alta
ingestao de matéria seca=AIMS). Entre 7 dias antes do inicio da superovulagéo
(SOV) até o final das aplicagbes de FSH, as vacas do grupo AIMS receberam
dieta com 180% da manutencédo. O grupo M recebeu dieta de manutencéo.
Sete dias apds a |IA, os embrides foram colhidos e avaliados. Quarenta dias
apos, os tratamentos foram invertidos e uma nova SOV foi realizada. Para
comparagao entre os grupos, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados estédo
apresentados em média * erro padrdo. O numero de foliculos recrutados
detectados por ultra-sonografia (19,6+1,8 e 16,4+2,0) e ovulados (15,0+1,6 e
13,0+1,6) ndo diferiu entre os grupos M e AIMS, respectivamente (P>0,10).
Entretanto, os numeros de estruturas totais (14,1£2,3 e 9,5+1,5) e embribes
viaveis (10,1£2,1 e 6,7+1,5) coletados foram maiores no grupo M (P<0,05).
Conclui-se que, nas condi¢cbes desse estudo, AIMS previamente a SOV pode

comprometer a produgdo embrionaria em vacas de elevado ECC.



PALAVRAS-CHAVE: Bovinos, nutricdo, superovulag&o, embrido.

ABSTRACT

Influence of high dry matter intake on the superovulatory response of
crosshbred cows

This study investigated the effect of high dry matter intake (Flushing) on
the superovulatory response of crossbred Nelore x Simmental cows. Fourteen
non-lactating cows, with a mean body condition score (BCS) of 4.0 (scale from
1 to 5) were randomly assigned into two groups (Maintenance=M or
Flushing=F). Seven days prior to onset of superovulation (SOV) until the last
day of treatment with FSH, group F cows were fed a diet to achieve 180% of
maintenance. Group M cows were fed a maintenance diet. Seven days after Al,
embryos were collected and evaluated. Forty days later, the treatment groups
were inverted and another SOV was realized. Variables were compared by
paired t test and data are presented as mean £+ SEM. The number of recruited
(19.6+£1.8 and 16.4+2.0) and ovulated (15.0+1.6 and 13.0+1.6) follicles detected
by ultrasonography did not differ between the M and F groups, respectively
(P>0.10). However, the total number of embryos/ova (14.1£2.3 and 9.5%1.5)
and the number of viable embryos (10.1£2.1 and 6.7+1.5) recovered were
greater in group M (P<0.05). Under the conditions of this study, we conclude
that nutritional flushing previously to SOV may compromise embryo production
in cows with high BCS.

KEYWORDS: Bovine, nutrition, superovulation, embryo.



1. INTRODUCAO

Um dos maiores entraves dos programas comerciais de transferéncia de
embrides (TE) é a grande variacao individual ao tratamento superestimulatério
(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al.,, 2002; Barros & Nogueira, 2004),
observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus (Baruselli et al., 2003) quanto
em Bos taurus (Sartori et al., 2003, 2004). A variabilidade na resposta ovariana
estd relacionada aos diferentes protocolos de superovulagédo (SOV), mas
também ao estado nutricional do animal (Yaakub et al., 1999). Em geral,
fémeas de elevado mérito genético, que séo utilizadas como doadoras de
embrides, ndo estdo sob um manejo nutricional adequado, o que compromete
os resultados de TE.

Além das alterag¢des nutricionais, o escore de condi¢céo corporal (ECC) e
o nivel energético da dieta, também estdo entre os fatores que mais afetam o
desempenho reprodutivo da fémea bovina (Webb et al., 2004). Estes podem
influenciar de forma sinérgica ou antagonica, diversos fatores que regulam o
desenvolvimento folicular ovariano e a esteroidogénese, refletindo quali e
quantitativamente na producao de embrides (Rhodes et al., 1995; Adamiak et
al., 2005).

Dessa forma, pode-se afirmar que a resposta superovulatoria pode ser
influenciada por fatores intrinsecos (relacionados ao animal) e extrinsecos
(ambiente), dentre eles a nutricdo (Webb et al., 2004). Trabalhos que foram
desenvolvidos com o objetivo de aumentar o numero de foliculos recrutados
mostraram que a populacéao folicular presente na fase de recrutamento € pré-
requisito para melhorar a resposta aos protocolos de SOV e,
consequentemente, melhorar a eficiéncia reprodutiva dos animais domésticos
(Fortune, 2003). Até o presente momento, o “flushing” nutricional (curto periodo
de superalimentacao) (Gutierrez et al., 1997; Armstrong et al., 2002; Gong et
al., 2002) e o uso do rbST (somatotropina bovina recombinante; Gong et al.,
1991; Buratini et al., 2000) mostraram ser os principais fatores capazes de
influenciar positivamente o numero de foliculos recrutados e/ou a resposta aos
protocolos de SOV.

Embora o aumento da ingestdo energética por periodos curtos ou

prolongados possa alterar o perfil dos hormdnios metabdlicos, principalmente



IGF-I e insulina, e afetar o desenvolvimento folicular (Armstrong et al., 2001), o
periodo minimo necessario para que este aporte energético tenha efeito sobre

o numero de foliculos recrutados ainda precisa ser determinado.



2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia da alta ingestdo de matéria seca (AIMS) a partir de sete
dias antes do inicio e durante a superestimulacéo ovariana com FSH, sobre a
resposta superestimulatéria, superovulatéria e produgéo embrionaria, em vacas

mesticas F1 Nelore x Simental.



3. HIPOTESE

Vacas alimentadas com dieta balanceada e recebendo acima de 180%
da dieta de manutencao por sete dias antes do inicio da SOV apresentam uma

melhor resposta superovulatoéria.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas 14 vacas nao lactantes, mesticas F1 Nelore x Simental,
com idade entre 5 e 6 anos, peso meédio de 500,0 kg e ECC 4,0 (escala de 1 a
5; Houghton et al., 1990). Todas as vacas passaram por exame ginecologico
antes do inicio do experimento e encontravam-se sem alteracdes reprodutivas

detectaveis.

4.2. Dietas experimentais

As vacas foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais
(Manutencédo e AIMS) e mantidas em sistema de pastejo com Brachiaria
decumbens, mineralizacdo adequada e agua a vontade. Trés semanas antes
do inicio da SOV, as vacas passaram a receber uma dieta de adaptagado a fim
de evitar complicagbes rumenais durante o experimento devido ao aporte
nutricional. Durante essa adaptagao, os animais permaneceram em um piquete
com pouca oferta de gramineas e com suplementacéo a base de silagem de
milho e fonte protéica a base de NNP, em niveis préximos aos de manutencéo.
Sete dias antes do inicio da SOV as vacas foram transferidas para piquetes
sem gramineas e passaram a ser alimentadas exclusivamente com dieta
balanceada, sal mineral e agua a vontade. A dieta do grupo Manutecéo foi
ajustada para 100% das necessidades diarias de mantenca, totalizando uma
ingestao de 2,03% do peso vivo (PV) por dia. O grupo AIMS recebeu uma dieta
ajustada para 180% em relagdo a manutencéo (ingestdo total de 3,65% do
PV/dia). O encerramento da AIMS coincidiu com a ultima aplicagdo de FSH,
totalizando 11 dias de duragao.

Apds esse periodo as vacas do grupo AIMS retornaram a dieta de
manutengdo até o momento da coleta dos embrides e apods as coletas, todas
as vacas retornaram ao sistema de pastejo em Brachiaria decumbens, com
suplementacdo mineral adequada e agua a vontade. Quarenta dias apés, foi
realizada uma outra rodada do experimento, e os tratamentos foram invertidos,

ou seja, o grupo Manutencéo passou a ser o grupo AIMS e vice-versa.



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

ilustradas na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem dos componentes, de MS, de NDT e de PB das dietas

experimentais.

Componentes % na dieta % de MS % de NDT % de PB
Feno de coast-cross 36,7 85,0 50,0 10,0
Silagem de milho 18,0 25,0 62,8 7,5
Milho moido 24 4 90,0 80,0 9,0
Farelo de trigo 12,4 90,0 70,0 14,0
Concentrado* 8,5 90,0 65,0 22,0
Média total - 37,9 62,4 11,5

*Boiao PPU — Integral Nutrigdo Animal, Goiéania-GO, Brasil.

4.3. Protocolo de superestimulagéo ovariana

Trés dias apds inicio do fornecimento das dietas experimentais
(Manutencédo ou AIMS), todas as vacas foram sincronizadas com dispositivo
intra-vaginal de progesterona (P4; DIB, Sintex S.A., Argentina) e 2,0 mg de
benzoato de estradiol (BE; Ric-BE, Syntex S.A., Argentina) e foram
superovuladas com FSH seguindo o protocolo de TE em tempo fixo descrito na
Figura 1. Cada vaca recebeu oito injegcbes de FSH im a cada 12 horas em
doses decrescentes, utilizando uma dose total de 250 Ul de FSH (Pluset,
Calier, S.A., Barcelona, Espanha) e 0,150 mg de prostaglandina F2a (PG F2aq;
D-Cloprostenol; Prolise; ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina) simultédnea a
sexta e sétima aplicagdo de FSH. Doze horas ap6s a ultima aplicagdo de FSH,
a ovulagéao foi induzida com 0,05 mg de GnRH (Acetato de Gonadorelina;
Gestran Plus; ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina). Doze e 24 horas apés
a inducao da ovulacao as vacas foram inseminadas artificialmente com sémen
congelado de uma mesma partida de um mesmo touro e os embrides foram

coletados sete dias apds a injecdo para indugédo da ovulagdo. Apés a colheita,



as vacas receberam 0,150 mg de PGF2a (D-Cloprostenol; Prolise) e
retornaram ao pasto.
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Figura 1. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o
periodo das dietas experimentais, o protocolo de superestimulagéo ovariana e

0s exames ultra-sonograficos. Legenda: D-24 a D15 = dias em relagéo ao inicio

do protocolo de superestimulagéo (D0); P4 = implante de progesterona, BE

benzoato de estradiol, FSH = horménio foliculo estimulante; PGF

prostaglandina F2a, GnRH = horménio liberador de gonadotrofina; IA
inseminacgao artificial; US = exame ultra-sonografico. AIMS = alta ingestdo de

matéria seca (180% em relacao a dieta de manutencgao).

4.4. Exames ultra-sonogréaficos

Exames ultra-sonograficos ovarianos foram realizados no ato da
primeira e da ultima aplicacdo de FSH, e 2 e 7 dias ap6s a indu¢ao da ovulagao
(Figura 1). Na avaliagéo realizada no dia da primeira aplicagdo de FSH, foram
contados apenas foliculos pequenos (3,0 a 5,0 mm de didmetro) e na avaliagédo
do dia da ultima aplicagdo de FSH e 2 dias apds a indugao da ovulagao foram
contados apenas os foliculos com didmetro = 6,0 mm.

Os exames ultra-sonograficos foram realizados por um unico operador,

utiizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V;



Corometrics Medical Sistems Inc., Wallingford, CT, USA) com transdutor linear
trans-retal de 7,5 MHz.

4.5. Colheita e avaliacdo embrionaria

Para realizag&o das colheitas dos embrides, as vacas foram contidas em
tronco individual e foi realizada anestesia peridural com 4,0 mL de lidocaina
2,0%. Foi realizada a técnica de colheita dupla, relatada por Castro Neto et al.
(2005), na qual o balao do catéter de Foley foi posicionado o corpo uterino
justaposto ao 6stio cranial da cérvix e foram utilizados em média 1000 mL de
Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) por animal. Apdés a lavagem
uterina, o utero foi preenchido com DPBS e o catéter mantido no local com sua
abertura lacrada com uma presilha de filtro de coleta. Em seguida, as vacas
foram soltas e retornaram ao tronco 20 minutos depois, para a remogéo do
DPBS que estava no utero e para a realizagao de um segundo lavado com um
volume extra de 500 mL de DPBS. O material recuperado do utero foi colhido
em filtro de 75 pm com devida identificagdo para cada animal e transportado
para o laboratério, onde os embrides foram resgatados e avaliados em
estereomicroscopio (Zeiss — Stemi SV6, Holanda). Os embrides foram
classificados segundo o grau de desenvolvimento e qualidade, de acordo com
o manual da International Embryo Transfer Society (IETS; Stringfellow & Siedel,

1999). Embrides de graus 1 a 3 foram considerados viaveis.

4.6. Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o “cross-over”, onde todos os
animais participaram de todos os grupos. Todas as variaveis apresentaram
homoscedasticidade pelo teste de Cochran e distribuicao normal pelo teste de
Lilliefors, exceto o numero de corpos luteos, que sofreu transformacao
logaritmica passando a ter distribuicdo normal. Para comparar as variaveis
entre os grupos, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados estéo

apresentados sob a forma de média + erro padrao da média.



5. RESULTADOS

N&o houve diferenca entre os grupos experimentais Manutencao e AIMS
(P > 0,10) quanto ao numero de foliculos recrutados na onda folicular
sincronizada, quanto a resposta superestimulatoria (numero de foliculos no
final do tratamento com FSH) e resposta superovulatéria (numero de corpos
liteos). No entanto, o numero de estruturas totais e, consequentemente, o
namero de embrides viaveis foi maior (P < 0,05) no grupo Manutencao

comparado ao grupo AIMS (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados (média + EPM) da populagéo folicular, corpos luteos e
embrides coletados em vacas recebendo dieta de Manutencdo ou com alta

ingestao de matéria seca (AIMS).

Manutencgao AIMS
(n=14) (n=14)
Foliculos de 3 a 5 mm (inicio do FSH); n 19,5+1,8 16,4+ 2,0
Foliculos =2 6 mm (final do FSH); n 17,6 £ 1,8 18,9+2,6
Corpos luteos; n 15,0+ 1,6 13,0+ 1,6
Estruturas totais; n 14,1 £2,3° 9,5+1,8°
Embrides viaveis; n 10,7 £ 2,1° 6,7+1,5°

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



6. DISCUSSAO

Trabalhos desenvolvidos com novilhas cruzadas (Hereford x Holandés)
demonstraram que o fornecimento de AIMS (200%) por um curto periodo de
tempo (2 ou 3 semanas) foi capaz de aumentar o numero de foliculos
recrutados (Gutierrez et al.,, 1997; Gong et al., 2002) e, consequentemente,
melhorou a resposta aos protocolos de superovulagcéo a base de FSH (Gong et
al., 2002). No entanto, alguns trabalhos observaram efeito nulo (FrereT et al.,
2006) ou negativo (Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al.,
1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; Lozano et al., 2003;
Adamiak et al., 2005; Mollo et al., 2007) da alta ingestdo alimentar sobre o
numero de foliculos recrutados e sobre a producao de ovdcitos e de embrides.
No presente trabalho, utilizando 7 dias de fornecimento da AIMS antes do inicio
da SOV, nao foi observado diferenca entre os tratamentos Manutencao e AIMS
quanto ao numero de foliculos recrutados, resposta superestimulatéria e
superovulatéria.

O efeito positivo da alta ingestdo sobre a populagao folicular
normalmente é atribuido ao aumento das concentragdes circulantes de IGF-I e,
principalmente, insulina. Ambos atuam como potentes estimuladores da
proliferagdo de células da granulosa e da esteroidogénese em bovinos, além
de aumentar a resposta ovariana as gonadotrofinas (Webb et al., 2004). No
entanto, a insulina responde de forma mais aguda as alteracées na dieta do
que o IGF-I (Webb et al., 2004). Até o presente momento, o periodo minimo de
AIMS em que se detectou diferenca nas concentragbes de insulina e de IGF-I
foi de 10 dias, mas ndo se sabe se esta diferenga ja estava presente antes,
uma vez que nao foram feitas dosagens prévias (Armstrong et al., 2001). Com
base nos resultados de Armstrong et al. (2001), o presente estudo optou por
aumentar a ingestao alimentar por apenas 7 dias antes do inicio do protocolo
de SOV, a fim de determinar se esse periodo de AIMS seria suficiente para
elevar o numero de foliculos recrutados e, consequentemente, a resposta
superovulatéria, de forma que também resultasse em menor ganho de peso
dos animais durante o tratamento e menor custo. No entanto, 7 dias de AIMS,
antes do inicio da SOV, néo foi suficiente para alterar a populagéo de foliculos

recrutados no inicio de uma onda. O fato de nao ter sido encontrada diferenca



no numero de foliculos recrutados na onda sincronizada, possivelmente
ocorreu pela necessidade de um maior periodo de tempo de fornecimento de
AIMS ou pelo elevado ECC dos animais utilizados neste experimento. De fato,
Adamiak et al. (2005) detectaram diferengca na funcdo ovariana de vacas
somente ap6s 9 semanas do inicio do fornecimento das dietas experimentais
(alta e baixa ingestdo). Além disso, observaram que os animais
hiperinsulinémicos (fémeas com elevado ECC e submetidas a alta ingestao
alimentar) apresentaram menor numero de foliculos totais no ovario e menor
numero de ovécitos maturados e blastocistos produzidos apés cultivo in vitro.

Com relagdo a producao embrionaria, o fornecimento de AIMS por 7
dias antes e mais 4 dias durante a superestimulacdo ovariana reduziu o
numero de estruturas totais e embrides viaveis coletados. Apesar de a insulina
e o IGF-lI ndo terem sido dosados neste trabalho, acredita-se que 7 dias de
AIMS seja suficiente para alterar a concentragéo circulante destes horménios,
principalmente a de insulina, devido ao efeito negativo sobre a producéo
embrionaria, observado neste trabalho. Dados publicados sugerem que a AIMS
associada a um elevado ECC nos animais possa exercer um efeito deletério
sobre a maturacao ovocitaria e producao de embrides, possivelmente devido
ao excesso de IGF-I (Webb et al., 2004) e a hiperinsulinemia (Adamiak et al.,
2005), o que pode ter ocorrido neste experimento, por ter sido trabalhado com
animais com ECC médio igual a 4,0. Além disso, a AIMS até o final da SOV
pode ter exercido efeito deletério sobre os ovocitos, ja que nao foi encontrada
diferenca no numero de ovulagbdes, mas sim no numero de embrides viaveis
entre os grupos.

Corroborando os resultados negativos observados sobre a produgao e
qualidade embrionaria nos animais submetidos a AIMS, Yaakub et al. (1999) e
Wrenzycki et al. (2000) mostraram que novilhas que receberam quantidade
restrita de concentrado produziram maior numero de embrides e de qualidade
superior quando comparadas a novilhas que receberam dieta a vontade.
Similarmente, trabalhos com novilhas de corte taurinas (Mantovani et al., 1993)
e com novilhas da raga Nelore (Mollo et al., 2007) observaram que 0 numero
de embrides coletados foi superior no grupo de baixa ingestao alimentar.

Dessa forma, acredita-se que o efeito positivo da AIMS sobre populagao

folicular, resposta superovulatéria e produgdo embrionaria seja dependente do



estado metabdlico em que o animal se encontra no momento em que a dieta é
fornecida. Siddiqui et al. (2002), sugeriram que um nivel nutricional que limite o
ECC em 2,5 a 3,0 (escala de 1 a 5) em vacas zebus antes de um tratamento de
superovulacao, seja melhor do que um alto nivel nutricional. Em concordancia,
Adamiak et al. (2005), além de mostrarem efeito negativo da hiperinsulinemia
na qualidade dos ovacitos, sugeriram que o efeito do nivel nutricional sobre as
qualidades ovocitaria e embrionaria é dependente do ECC inicial da fémea
bovina. Outra possibilidade a ser considerada, é que estes animais estavam a
pasto antes do experimento e, durante parte do experimento, ficaram
totalmente confinados com dieta exclusivamente no cocho. Portanto néo se
pode descartar a possibilidade de o confinamento destes animais, mesmo que
apenas com dieta de adaptacdo e manutencdo, ter resultado no efeito
semelhante ao esperado com a AIMS e, apés o periodo de adaptagéo, quando
passaram a receber a dieta de alta ingestao, este aporte energético, tenha sido

excessivo para estes animais.



7. CONCLUSOES

Nas condi¢gdes do presente estudo, a alta ingestdo de matéria seca por 7
dias antes da emergéncia da onda folicular e 4 dias durante a SOV, totalizando
11 dias, ndo foi capaz de alterar a fungdo ovariana, quanto ao numero de
foliculos recrutados, resposta superestimulatéria e superovulatoria. Entretanto,
o numero de estruturas colhidas, bem como de embrides viaveis teve efeito
contrario ao esperado, provavelmente, devido ao efeito deletério da AIMS

associada ao elevado ECC dos animais sobre a qualidade ovocitaria.
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CAPITULO Il

EFEITO DA CONDICAO CORPORAL E
DA INGESTAO ALIMENTAR SOBRE A
RESPOSTA
SUPEROVULATORIA E PRODUCAO
EMBRIONARIA EM NOVILHAS NELORE



RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito do escore de condi¢cao corporal (ECC) e/ou da alta
ingestdo de matéria seca (AIMS) na producéo in vivo de embrides de novilhas
Nelore superovuladas. Foram utilizadas 36 novilhas com menor (2,7+0,1; n=17)
ou maior (3,7+0,1; n=19) ECC (escala de 1 a 5). Cada grupo foi subdividido em
Manutencdo ou AIMS (180% da dieta de manutencdo), formando quatro
subgrupos experimentais: <ECC + Manuteng¢ao (<M), <ECC + AIMS (<A),
>ECC + Manutencgao (>M), >ECC + AIMS (>A). A AIMS ocorreu por 14 dias
antes do inicio da superovulagdo (SOV). Ap6s colheita, os embribes viaveis
foram congelados para posterior cultivo até eclosdo. O numero de foliculos
=3mm no inicio da SOV (56,416,0; 55,114,5; 54,3+6,9 e 48,2+4,8) e 0 numero
de ovulagdes (11,8+1,4; 10,3+1,6; 13,4+1,3 e 12,41+1,4) n&o diferiu entre os
grupos >M, >A, <M e <A, respectivamente (P>0,10). Também n&o houve
diferenca entre os tratamentos quanto ao numero de estruturas totais coletadas
(7,4£1,2; 6,6+1,3; 8,5+1,4 e 8,5+1,0) ou embrides viaveis (3,5+0,7; 3,6%1,0;
4,410,7 e 3,940,8). As novilhas com <ECC apresentaram maiores
concentracgdes séricas de IGF-I, entretanto as com >ECC tiveram insulina mais
alta. Os embrides dos animais com >ECC apresentaram diametro, taxas de
eclosao e expressao relativa de mRNA do gene BAX superiores apds cultivo do
que os coletados no grupo com <ECC. Nas condi¢cdes deste experimento, ECC
ou AIMS néo influenciaram a resposta superovulatéria ou producéo
embrionaria nas novilhas da raca Nelore. No entanto, embrides produzidos por

animais com >ECC apresentaram-se mais criotolerantes.

PALAVRAS-CHAVE: Nutrigdo, superovulagéo, embrido, Bos taurus indicus.



ABSTRACT

Effect of body condition and feed intake on the superovulatory response

and embryo production in Nelore heifers

The aim of the present study was to investigate the effect of body condition
score (BCS) and/or nutritional flushing on in vivo embryo production in
superovulated Nelore heifers. Thirty-six heifers with lower (2.7+0.1; n=18) or
higher (3.7£0.1; n=18) BCS (scale from 1 to 5) were used. Eeach group was
subsequently divided into Maintenance or Flushing (180% of maintenance).
Therefore, four subgroups were formed: <BCS + maintenance (<M), <BCS +
flushing (<F), >BCS + maintenance (>M), and >BCS + flushing (>F). Nutritional
flushing was conducted during 14 days prior to the onset of superovulation
(SOV). After recovery, viable embryos were frozen to be subsequently cultured
until hatching. The number of follicles 23mm at the onset of SOV (56.416.0;
55.114.5; 54.3+6.9 and 48.2+4.8) and the number of ovulations (11.8+1.4;
10.3+1.6; 13.4+1.3 and 12.4+1.4) did not differ among the groups >M, >F, <M,
or <F, respectively (P>0.10). Moreover, no difference was detected among
treatments in relation to total number of embryos/ova (7.4+1.2; 6.6+1.3; 8.5+1.4
and 8.5+1.0) or number of viable embryos (3.5+0.7; 3.6+1.0; 4.4+0.7 and
3.9+0.8) recovered. Heifers with <BCS had grater blood concentrations of IGF-I,
whereas heifers with >BCS had grater insulin. Embryos collected from >BCS
heifers had greater diameter, hatching rates and relative expression of the BAX
gene mRNA than the ones recovered from <BCS heifers. Under the conditions
of this experiment, BCS or nutritional flushing did not influence superovulatory
response or embryo production in Nelore heifers. However, embryos produced

from >BCS animals presented better cryotolerance.

KEYWORDS: Nutrition, superovulation, embryo, Bos taurus indicus.



1. INTRODUCAO

Um dos maiores entraves dos programas comerciais de transferéncia de
embrides (TE) é a grande variacao individual ao tratamento superestimulatério
(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al.,, 2002; Barros & Nogueira, 2004),
observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus (Baruselli et al., 2003) quanto
em Bos taurus (Sartori et al., 2003, 2004). A variabilidade na resposta ovariana
estd relacionada aos diferentes protocolos de superovulagédo (SOV), mas
também a nutricdo e ao estado nutricional do animal (Yaakub et al., 1999). Em
geral, fémeas de elevado mérito genético, que séo utilizadas como doadoras
de embrides, ndo estdo sob um manejo nutricional adequado, o que
compromete os resultados de TE.

Nutricdo estd entre os fatores que mais afetam o desempenho
reprodutivo de fémeas bovinas, mas os mecanismos especificos pelos quais a
dieta influencia a reprodugédo ainda permanecem pouco entendidos (Gong,
2002; Diskin et al., 2003). Webb et al. (2004) afirmam que influéncias
ambientais, como altera¢des na dieta, afetam a atividade ovariana alterando as
concentragbes dos hormdnios metabdlicos, dentre eles o GH (somatotropina),
a insulina, o IGF (fator de crescimento semelhante a insulina) principalmente
IGF-1 e a leptina e relatam também que a nutricdo afeta a expressdo de mRNA
de componentes do sistema IGF ovariano a fim de regular a
sensibilidade/resposta dos foliculos as gonadotrofinas e podem influenciar quali
e quantitativamente a produg¢do embrionaria.

A hipdtese de que hormdnios metabdlicos sofrem influéncia da nutricao
e exercem efeito direto no ovario, principalmente no desenvolvimento folicular
inicial, é reforcada por Webb et al. (2004) quando afirmam que mudangas
induzidas pelo manejo nutricional na concentragéo circulante de insulina e no
sistema IGF sdo importantes para o recrutamento folicular e desenvolvimento
embrionario, e citam que pequenos foliculos de novilhas superalimentadas
tiveram uma redug&o significativa nos niveis de mRNA de IGFBP-2 e -4,
regulando a biodisponibilidade de IGF. Este provavelmente é um fator critico no
controle do desenvolvimento folicular pré-antral.

Além disso, o escore de condi¢ao corporal (ECC) em que as fémeas se

encontram no momento da superalimentacdo também parece ter influéncia na



produgcéo de embrides. Um estudo recente (Adamiak et al., 2005) demonstrou
que os efeitos da alimentacdo com diferentes niveis nutricionais sobre a
qualidade de ovécitos de vacas doadoras para producao in vitro de embrides
(PIV) séo dependentes da condicdo corporal do animal. Dados publicados
sugerem que o “flushing” nutricional associado a um ECC elevado nos animais
pode exercer um efeito deletério sobre a maturagdo ovocitaria e produgao de
embrides, possivelmente devido ao excesso de IGF-I (Webb et al., 2004) e a
hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005). Em excesso, a insulina parece ser
prejudicial por causar uma “down regulation” dos receptores GLUT dos
embrides, esses receptores sdo os tranportadores de glicose, substrato
essencial para a sobrevivéncia embrionaria, para dentro das células do
embrido, a diminuicdo desse receptores resulta em aumento da apoptose nas
células embrionarias (Augustin et al., 2003).

Acredita-se que o entendimento dos mecanismos que regulam o inicio
do crescimento dos foliculos e o desenvolvimento embrionario é a chave para
melhorar a eficiéncia reprodutiva dos animais domésticos (Fortune, 2003). Até
o presente momento, apenas o “flushing” nutricional (curto periodo de
superalimentacao; Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002) e o uso do bST
(somatotropina bovina; Gong et al., 1991; Buratini et al., 2000) se mostraram
capazes de influenciar positivamente o numero de foliculos recrutados e/ou a
resposta aos protocolos de SOV. Mas em relagéo ao efeito nutricional sobre a
producdo embrionaria pouco se conhece e o0s resultados, além de

controversos, estdo aquém do ideal.



2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia da condicdo corporal associada ou nao a
alimentacdo com AIMS na resposta superovulatoria, taxa de fecundacéo,
quantidade e qualidade de embrides coletados e congelabilidade desses
embrides e expressdo de genes relacionados a qualidade embrionaria em

novilhas da raca Nelore.



3. HIPOTESES

Novilhas com baixo ECC alimentadas com dieta balanceada e
recebendo 180% da dieta de manutencéo antes do inicio da SOV apresentam
uma melhor resposta superovulatéria, produzem embrides com maior
expressao de genes relacionados a qualidade e tém um aumento mais
abrupto e significativo nas concentragbes séricas de IGF-1.

Novilhas com alto ECC alimentadas com dieta balanceada e recebendo
180% da dieta de manutengcdo antes do inicio da SOV produzem menor

numero de embrides viaveis.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Trinta e seis novilhas da raca Nelore, com idade média de 36 a 48 meses que
estavam com alto (n = 19) e baixo (n = 17) ECC, respectivamente foram
utilizadas no experimento. Apresentavam peso corporal de 457,2 + 10,0 kg e
378,4 + 12,0 kg, respectivamente para o grupo de elevado e baixo ECC. Todas

as novilhas passaram por exame ginecoldgico antes do inicio do projeto.

4.2. Dietas experimentais

As novilhas estavam divididas em dois grupos, um com elevado ECC e outro
com baixo ECC. As novilhas de cada grupo (alto e baixo ECC) foram
subdivididas, aleatoriamente, em subgrupos de Manutencéo e AIMS, como a
AIMS por sete dias antes da primeira aplicagdo de FSH da SOV néo surtiu
resultados favoraveis (avaliado no experimento do capitulo 1), neste
experimento a AIMS foi realizada por 14 dias prévios ao tratamento de
superestimulacdo. Apdés a subdivisdo, foram formados quatro grupos
experimentais: Baixo ECC + Manutencao (<ECC+Manutencao), Baixa ECC +
AIMS (<ECC+AIMS), Alta ECC + Manutencédo (>ECC+Manutenc¢ao), Alta ECC
+ AIMS (>ECC+AIMS).

As novilhas que estavam no grupo Manutencdo receberam deita de
manutengdo (100%) ajustada de acordo com o peso do grupo, ou seja,
manutencdo para o grupo com elevado e baixo ECC (com ingestdo total de
2,03% do PV). As novilhas do grupo AIMS receberam dieta com 180% da
manutencéo e também foi ajustada ao peso do grupo de elevado e baixo ECC
(ingestao total de 3,65% do PV). A alimentacao era feita exclusivamente com a
dieta experimental, com sal mineral e agua a vontade e durante todo o
experimento os animais néo tiveram acesso a pasto.

Todas as novilhas receberam dieta de manutencéo por 4 semanas antes
do inicio do experimento (dieta de adaptagédo) e apds o término da primeira
réplica permaneceram com dieta de manutencdo até o inicio da segunda

réplica. Na segunda réplica os grupos foram invertidos. Os animais do grupo



Manutengéo passaram para o grupo AIMS e vice-versa, porém o cross-over foi
realizado apenas dentro dos grupos experimentais de maior e menor ECC, ou
seja, os animais de maior ECC permaneceram nesse grupo até o final do
experimento, da mesma forma, os animais de menor ECC também
permaneceram assim durante todo o periodo experimental.

Além disso, o peso e o escore de condi¢ao corporal (ECC) (escala de 1
a 5; Houghton et al., 1990) foram avaliados semanalmente. Como as dietas
eram fornecidas em quantidade proporcional a média de peso corporal do
grupo, estas foram reformuladas semanalmente, apesar de a variagdo de peso
corporal ter sido discreta (ndo significativa) dentro de cada grupo experimental
durante todo o periodo do experimento, essa corregéo foi mantida.

A porcentagem dos componentes da dieta, de matéria seca (MS), dos
nutrientes digestiveis totais (NDT) e de proteina bruta (PB) oferecida estao

ilustrados na Tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem dos componentes, de MS, de NDT e de PB das dietas

experimentais.

Componentes % na dieta % de MS % de NDT % de PB
Feno coast-cross 36,7 85,0 50,0 10,0
Silagem milho 18,0 25,0 62,8 7,5
Milho moido 244 90,0 80,0 9,0
Farelo de trigo 12,4 90,0 70,0 14,0
Concentrado* 8,5 90,0 65,0 22,0
Média total - 37,9 62,4 11,5

*Boiao PPU — Integral Nutricgdo Animal, Goiania-GO, Brasil.

4.3. Protocolo de superestimulagéo ovariana

Quatorze dias ap6s inicio das dietas experimentais (Manutengcéo ou
AIMS), todas as novilhas foram sincronizadas com dispositivo intra-vaginal de
progesterona (P4; DIB, Sintex S.A., Argentina) e 2,0 mg de benzoato de
estradiol (BE; Ric-BE, Tecnopec, Brasil) e foram superovuladas com FSH

seguindo o protocolo de transferéncia de embrides em tempo fixo descrito na



Figura 2. Cada novilha recebeu oito injecées de FSH im a cada 12 horas em
doses decrescentes, utilizando uma dose total de 150 Ul de FSH (Pluset,
Calier, S.A. Barcelona, Espanha) e 0,150 mg de prostaglandina - PGFy, (D-
Cloprostenol; Veteglan, Calier, S.A. Barcelona, Espanha), simultdnea a sexta e
sétima aplicagdo de FSH. Doze horas apds a ultima aplicacdao de FSH, a
ovulagdo foi induzida com 0,05 mg de GnRH (Acetato de Gonadorelina;
Gestran Plus; ARSA S. R. L. Buenos Aires, Argentina). Doze e 24 horas apds a
inducdo da ovulagao as novilhas foram inseminadas artificialmente com sémen
congelado de uma mesma partida e um mesmo touro e os embrides foram
coletados sete dias ap6s a injec&o para indugc&o da ovulagdo. Apds a colheita
dos embrides, as novilhas foram tratadas com 0,150 mg de PGF,, (D-
Cloprostenol; Veteglan, Calier, S.A. Barcelona, Espanha) e pernaneceram
recebendo a dieta de manutencéo, ajustada de acordo com o peso do grupo,
ou seja, manutencgao para o grupo com elevado e baixo ECC . Vinte dias apos,
uma nova SOV foi realizada e os tratamentos foram invertidos, ou seja, as
novilhas que haviam recebido alimentacdo com AIMS passaram para o grupo

Manutengdo e vice-versa.
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Figura 2. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o
periodo das dietas experimentais, o protocolo de superestimulagéo ovariana e

0s exames ultra-sonograficos. Legenda: D-38 a D15 = dias em relagéo ao inicio

do protocolo de superestimulagcédo (DO); P4 = implante de progesterona, BE

benzoato de estradiol, FSH = hormobnio foliculo estimulante; PGF

prostaglandina F2a, GnRH = horménio liberador de gonadotrofina; IA
inseminacao artificial;, US = exame ultra-sonografico. Dietas: AIMS (alta
ingestao de matéria seca) = 180% em relagdo a dieta de manutencao; > e <

ECC = elevado e baixo escore de condi¢cao corporal.

4.4. Exames ultra-sonograficos

Exames ultra-sonograficos ovarianos foram realizados no ato da
primeira e da ultima aplicacdo de FSH, e 2 e 7 dias ap6s a indu¢ao da ovulacao
(Figura 2). Na avaliacéo realizada no dia da primeira aplicacdo de FSH, foram
contados apenas foliculos pequenos (3,0 a 5,0 mm de didmetro) e na avaliagédo
do dia da ultima aplicagdo de FSH e 2 dias apds a indugéo da ovulagéo foram
contados apenas os foliculos com didametro = 6,0 mm.

Os exames ultra-sonograficos foram realizados por um unico operador,
utiizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V;
Corometrics Medical Sistems Inc., Wallingford, CT, USA) com transdutor linear
trans-retal de 7,5 MHz.



4.5. Colheita e avaliagdo embrionéria

Para realizagéo das colheitas dos embrides, as vacas foram contidas em
tronco individual e foi realizada anestesia peridural com 4,0 mL de lidocaina
2,0%. Foi realizada a técnica de colheita dupla, relatada por Castro Neto et al.
(2005), na qual o baldo do catéter de Foley foi posicionado o corpo uterino
justaposto ao 6stio cranial da cérvix e foram utilizados em média 1000 mL de
Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) por animal. Apdés a lavagem
uterina, o utero foi preenchido com DPBS e o catéter mantido no local com sua
abertura lacrada com uma presilha de filtro de coleta. Em seguida, as vacas
foram soltas e retornaram ao tronco 20 minutos depois, para a remogao do
DPBS que estava no utero e para a realizagdo de um segundo lavado com um
volume extra de 500 mL de DPBS. O material recuperado do utero foi colhido
em filtro de 75 pm com devida identificacdo para cada animal e transportado
para o laboratério, onde os embrides foram resgatados e avaliados em
estereomicroscopio (Zeiss — Stemi SV6, Holanda). Os embrides foram
classificados segundo o grau de desenvolvimento e qualidade, de acordo com
o manual da International Embryo Transfer Society (IETS; Stringfellow & Siedel,

1999). Embrides de graus 1 a 3 foram considerados viaveis.

4.6. Congelagdo dos embrides

Os embrides viaveis colhidos (grau 1 e 2) foram congelados com
etilenoglicol (Ethylene Glycol Freeze Plus with 0.1M sucrose, Bioniche,
Pullman, WA) em nitrogénio liquido usando o protocolo classico, com curva de
resfriamento de -0.5°C/min, temperatura final de -32°C e Seeding a -6°C.

Apds classificacao dos embrides quanto ao grau de desenvolvimento e
qualidade, os embrides grau 1 e 2 passaram por oito banhos no meio de
manutengao-Holding (Tqc Holdind Plus; Bioniche, Pullman, WA) e em seguida
passaram por dois banhos em gotas com etilenglicol, foram envasados em
palhetas de 0,25 ml, sendo que permaneceram no maximo 10 minutos imersos
em etilenoglicol antes de iniciar a congelacéo (estabilizac&o e a curva).

As palhetas foram previamente identificadas com numero da doadora,

tratamento, numero de embrides colocados na palheta, estagio de



desenvolvimento e grau de qualidade. Apds o envase dos embrides, seguiram
para a maquina de congelagao TK 3000 (TK 3000 SE; Nutricell, Campinas-SP),
que ja estava estabilizada a -6°C. Antes de iniciar a curva de congelacgéo, as
palhetas permaneceram por 10 minutos estabilizando a -6°C, porém apés 2
minutos dessa estabilizacao, foi realizado o Seeding (indug&o da cristalizagéo)
e apos esses 10 minutos, iniciou-se a curva padrédo de congelacdo (-
0.5°C/min), atingindo uma temperatura no final da curva de -32°C. Apds o
término da curva as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido e

armazenadas em botijées com nitrogénio liquido.

4.7. Cultivo in vitro dos embrides apés descongelacao

Para o cultivo in vitro dos embrides apds descongelamento, utilizou-se
gotas com o meio de cultivo de fluido sintético de oviduto (SOF, Nutricell,
Campinas, SP, Brasil) com co-cultivo de células do cumulus imaturas. As gotas
foram preparadas por pelo menos 24 horas antes do descongelamento e foram
mantidas em estufa a 39°C e 5% de CO, em ar para formacao do tapete celular
no fundo da placa e estabilizacdo do meio. Cada placa continha quatro gotas
de 200 uL de meio de cultivo SOF, cobertas com 6leo mineral. Cultivou-se
morulas e Dblastocistos separadamente, segundo cada tratamento
(>ECC+AIMS, >ECC+Manutencédo, <ECC+AIMS, <ECC+Manutengao),
devidamente identificados, colocando em média 18 embrides por gota.

Para a descongelagdo, os embrides foram retirados do nitrogénio
liquido, mantidos em temperatura ambiente por 5 segundos e imersos em agua
aquecida a 30°C por 20 segundos. Apos a descongelagdo, os embrides de
cada palheta passaram por um banho de 30 segundos em solugcdo 1:1 de
Etilenoglicol (Ethylene Glycol Freeze Plus com 0,1 M de sucrose, Bioniche,
Pullman, WA) e Meio Holding (Tqc Holdind Plus; Bioniche, Pullman, WA), em
seguida por trés banhos sequienciais em Meio Holding, e por ultimo, um banho
em meio SOF. Logo apéds, foram transferidos para a gota de cultivo preparada
anteriormente, sendo entdo mantidos em estufa a 39°C e 5% de CO,em ar.

O tempo total de cultivo in vitro foi de 96 horas, para avaliacéo das taxas
de re-expansao e eclosdo. As avaliacdes morfolégicas foram realizadas a cada

12 horas completadas do inicio do cultivo. Em cada avaliagdo, os embrides de



todas as gotas foram mensurados através do programa Motic Images Plus 2.0
por meio de uma objetiva fotografica acoplada a lupa Stem Zeiss SV-6. Todos
os embrides que ja se encontravam eclodidos no final de cada avaliagédo eram
lavados em solucdo de PBS modificado (ausente de soro fetal bovino,
antibiotico, calcio e magnésio) e congelados individualmente a -80°C para
posterior analise da expressao de genes relacionados a qualidade embrionaria
através da técnica de RT-PCR semi-quantitativo.

As 96 horas, ultima avaliagéo, todos os embrides restantes, eclodidos ou
ndo, foram lavados em solucdo de PBS modificado (ausente de soro fetal
bovino, antibiético, calcio e magnésio) e congelados individualmente a -80°C
para posterior analise da expressdo de genes relacionados a qualidade
embrionaria através da técnica de RT-PCR semi-quantitativo.

Apds 96 horas de cultivo in vitro a criotolerancia dos embrides foi
morfologicamente avaliada, baseada no desenvolvimento in vitro destes
embrides apos a descongelacdo, que esta representada pela taxa de eclosé&o
dos embrides. A taxa de ecloséo é a porcentagem dos embrides que eclodiram
durante todo o periodo de cultivo, em relagdo ao numero total de embrides de

cada tratamento que iniciaram o cultivo.

4.8.Colheitas de sangue e dosagens hormonais

Foram colhidas amostras de sangue para dosagem dos hormdnios
insulina e IGF-I total. As colheitas foram realizadas durante todo o periodo de
AIMS, iniciando dois dias antes do inicio da AIMS e continuaram por dois dias
consecutivos apds o inicio desta, a partir desse momento as colheitas
passaram a ser realizadas em dias alternados até o ultimo dia da AIMS,
totalizando dez amostras de sangue por animal. O sangue foi colhido por
puncao da veia jugular com tubos de Vacutainer e foi centrifugado a 1600 g por
15 min logo apo6s a colheita. O soro foi entdo congelado a -20°C, para
posteriormente ser analisado para dosagem de insulina através de
radioimunoensaio (RIE) e IGF-I através de ensaio imunorradiométrico (IRMA).

Os kits utilizados para cada ensaio e os respectivos coeficientes de
variagdo (CV) estdo descritos na Tabela 4. As dosagens de insulina foram

realizadas nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7, 11 e 13 em relag&o ao inicio da AIMS.



As dosagens de IGF-I foram realizadas nos dias 0, 7 e 13 em relag&o ao inicio
da AIMS.

Tabela 4. Descricdo dos kits utilizados e coeficientes de variagcao (CV) intra-

ensaio obtidos nas dosagens hormonais realizadas.

Ensaio Kit CV intra-ensaio (%)
Coat-a-Count Insulin, DPC-Medlab
Insulina 4.8
(TKINS)
IGF-I total DSL-5600 IRMA Active™ 57

4.9. Expressao génica nos embrides

Apoés a descongelagao e o cultivo in vitro dos embrides, os embrides que
eclodiram em até no maximo 96 horas, passaram por banhos em solu¢do de
PBS modificado (ausente de soro fetal bovino, antibiético, calcio e magnésio) e
congelados individualmente a -80°C em tubos eppendorf de 0,2 mL com 0,2 uL
de PBS modificado, onde permaneceram até a extracao do RNA.

Foram formados oito pools de dois embrides eclodidos para cada
tratamento (>ECC+AIMS, >ECC+Manutencgao, <ECC+AIMS,
<ECC+Manutencéo), destes oito pools, quatro deles foram formados por
embrides que estavam no estagio de morula antes do cultivo in vitro e os outros
quatro pools foram de blastocistos. Apenas o tratamento <ECC+Manutencéo
ficou com quatro repeticbes com um unico embrido, pois a taxa de eclosao
desde tratamento foi mais baixa e nao teve embrido suficiente para fechar as
oito repeticbes com dois embrides cada.

Os embrides foram submetidos a avaliagdo da expressao dos genes
INF-t, BAX, BCL-2, IGF-2, IGF-2R e GRB-10 através da técnica de RT-PCR
semi-quantitativo. O gene GAPDH foi utilizado como controle constitutivo.

Para a extragdo do RNA total foi utilizado Trizol Reagent (InvitrogenTM)
e o Kit Micro Fast Track 2.0 (InvitrogenTM) seguindo as recomendac¢des do

fabricante, mas com modificacdes. Os embrides a serem avaliados foram



descongelados em gelo, centrifugados e entdo foi acrescentado 50 uL de
Trizol.

Posteriormente, foi adicionado 10 uL de cloroférmio e colocado no vortex
por 15 segundos, foi feito repouso de 2 minutos em temperatura ambiente.
Apds o repouso, o tubo contendo o material foi centrifugado a 12.000 x g por 15
minutos a 4°C, sendo retirado o sobrenadante, transferindo-o para outro tubo.
Foi adicionado 1U de DNase (Promega®) e permaneceu a 37°C por 30
minutos. Logo ap6s foi adicionado 510 uL de PBS RNAse free.

A solugdo obtida foi transferida para o tubo com oligo (dT) celulose
(fornecido pelo kit). Os tubos foram colocados no vortex, com agitacdo na
velocidade 5, a temperatura ambiente por 20 minutos e ap6s foram
centrifugados a 4000 x g por 5 minutos em temperatura ambiente.

O sobrenadante da resina foi removido, permanecendo apenas o pellet
de oligo (dT) celulose.

Lavagem do Oligo (dT):

O pellet de oligo (dT) foi ressuspendido em 1,3 mL de tampao de
ligagdo, centrifugado a 4000g por 5 minutos em temperatura ambiente. O
tampéo de ligacao foi removido, permanecendo apenas o pellet. Esse passo de
lavagem foi repetido por mais quatro vezes.

Apds as lavagens, a resina foi ressuspendida em 300 pl de tampao de
ligagdo e a amostra foi transferida para uma coluna com um tubo de
minicentrifuga acoplado (fornecido pelo kit) e centrifugada a 4000 x g por 15
segundos em temperatura ambiente. Esse passo foi repetido por mais trés
vezes.

Foi adicionado 200 pl de tampéo de lavagem “Low Salt” e gentiimente, o
pellet foi ressuspendido e centrifugado a 4000 x g por 15 segundos em

temperatura ambiente. Esta lavagem foi repetida por mais uma vez.

Eluicéo e precipitacdo do mRNA:
Apoés as lavagens a coluna foi transferida para um novo tubo (fornecido
pelo kit) e adicionado 100 pl de tampé&o de eluigao. Foi centrifugado a 4000 x g

por 15 segundos em temperatura ambiente.



Foi adicionada uma segunda aliquota de 100 ul de tamp&o de eluicéo a
coluna e foi centrifugado novamente por 15 segundos. A coluna foi removida do
tubo e descartada. Os 200 ul neste novo tubo é a amostra de mRNA.

O mRNA foi precipitado com 10 ul de glicogénio carreador (2 mg/ml), 30
pl de 2 M acetato de sodio e 600 ul de 200 poof (100%) etanol, em seguida as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido. Imediatamente apés, foram
derretidas e centrifugadas a uma velocidade maxima de 16000 x g por 15
minutos a 4°C.

O sobrenadante foi descartado, restando apenas um pequeno pellet de
MRNA. Este foi ressuspendido com 8 pl de tampao de eluigéo.

Para a sintese de cDNA foram utilizados 8 uL de RNA total,
acrescentando 0,5 ug/uL de oligo(dT), 40 mM das quatro dNTP’s e 14 uL de
agua DEPC para ajustar o volume. Em seguida o tubo foi aquecido a 65°C por
5 minutos. Adicionou-se entdo o 2 uL do tampéao (1X) da enzima transcriptase
reversa (RT), 2 uL de DTT (0,1 M) e 40 Ul de RNAse-OUT. Em seguida a
reacao 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 condigdes de reacdo foram as seguintes: tampao da
Taq 1X, 0,8 mM dos 4 dNTP’s, 0,5 uM de cada primer, 2 Ul de Taqg DNA
polimerase, 2 mM de MgCI2 para GAPDH, BAX, GRB-10, INF-t e 1 mM para
BCL-2, IGF-2, IGF-2R, 2 uL de cDNA para GAPDH, BAX, INF-t, BCL-2, IGF-2,
IGF-2R e 2,5 puL para o gene GRB-10. Antes da realizacdo das reagdes de
PCR, foi determinado o numero de ciclos e a temperatura de anelamento, na
fase exponencial de amplificagdo, para cada gene em questdo. O numero de
ciclos de amplificacéo foi de 33 para INF-t, 37 ciclos para o GAPDH, 40 ciclos
para BAX e GRB-10 e 45 ciclos para BCL-2, IGF-2 e IGF-2R. A temperatura de
anelamento utilizada foi de 50°C para os genes BCL-2, IGF-2 e IGF-2R e de
54°C para os demais genes. Foi utilizado o programa ActinalGF do
termociclador.

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

fragmentos amplificados estdo mostrados na Tabela 5.



Tabela 5. Sequéncia dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos
amplificados para avaliagéo dos genes IGF-Il, IGF-IIR, INTERFERON-t, BCL-2,
BAX, GRB 10 e GAPDH.

Gene Primer Fragmento
amplificado
IGF-II
sense 5-TCGTGCTGCTATGCTGCTTACG-3' 306 pb
antisense 5-ACTGCTTCCAGGTGTCAGATTGG-3'
IGF-IIR
sense 5'-CGCCTACAGCGAGAAGGGGGTTAGTC-3' 293 pb
antisense 5'-AGAAAAGCGTGCACGTGCGCCTTGTC -3'
INTERFERON-1
Sense 5-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA-3’ 564 pb
antisense 5-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC-3’
BCL-2
Sense 5-ATGACTTCTCTCGGCGCT-3' 184 pb
antisense 5-TTGACGCTCTCCACACACA -3'
BAX
Sense 5-TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG-3' 198 pb
antisense 5'-CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC-3'
GRB 10
Sense 5'-GAAGATGGGACAAGCAAAGT-3' 290 pb
antisense 5'-CTGGCACCAAGTAACCATCTG-3'
GAPDH
Sense 5'-CCCATCACCATCTTCCAGG-3' 471 pb
antisense 5-AGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3'

Os produtos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em
gel de agarose 1,5% e corados com brometo de etidio.

A quantificagdo relativa dos transcritos foi determinada por
densitometria pelo programa Image J, versao 1.36b, utilizando o gene GAPDH

como constitutivo.



4.10. Anédlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o fatorial 2x2. Os resultados
foram analisados através do programa computacional Statistical Analysis
System (SAS, 2001) sendo anteriormente verificada a normalidade dos
residuos pelo Teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE) e a homogeneidade
das variancias comparadas pelo Teste de Hartley (OTT, 1993). Os dados
(variavel dependente) que ndo atenderam a estas premissas foram submetidos
a transformacéo logaritmica [Log(X+1)] ou quadratica [RQ(X+1/2)]. Os dados
originais ou transformados, quando este ultimo procedimento foi necessario,
foram submetidos a analise de variancia que separou como causas de variagao
efeito de dieta, efeito de escore de condigéo corporal (ECC) e efeito de periodo
de colheita, além das interagbes entre estes fatores (Tabela 6). No caso de
efeito nas interacdes, estas foram separadas através de contrastes ortogonais.
Tal analise foi realizada utilizando-se o procedimento General Linear Model
(PROC GLM do SAS).

Na analise da taxa de ecloséo foi incluido o efeito do estagio embrionario
e retirado o efeito do periodo de colheita (Tabela 7). Nesta analise, para ser
possivel utilizar um teste quantitativo (ANOVA) realizou-se a transformacgao dos
dados em 0 ou 1. Enquanto ndo houvesse eclosdo do embrido, este dado era
considerado 0, a partir do momento em que houvesse a eclosado, este dado
assumia o valor 1.

As anadlises referentes aos valores de insulina, IGF e taxa de ecloséo
foram realizadas conforme descrito anteriormente, porém foi adicionado o fator
medidas repetidas no tempo, referentes aos diversos momentos de colheita
(Tabelas 8 e 9). As probabilidades das interacdes com o tempo foram
determinadas pelo teste de Greenhouse-Geisse, utilizando-se o comando
REPEATED gerado pelo procedimento GLM (PROC GLM do SAS). Analises
por tempo somente foram realizadas quando as interagbes entre tempo e
tratamentos forem significativas. Para tal foi utilizado o comando SLICE do
GLM do SAS. Quando significativo, estudou-se efeito de tratamento dentro do
tempo pelo teste de média Tukey.

As variaveis numero médio de od6citos nao-fecundados, de moérulas e de

blastocistos nao respeitaram a premissa da normalidade dos residuos mesmo



quando transformados, logo, utilizou-se a estatistica ndo-paramétrica de ordem
valendo-se do teste de Kruskal-Wallis (PROC NPAR1WAY do SAS).

Os dados de expressdo génica e do tamanho dos embrides foram
avaliados pelo teste t de Student, apenas os dados que ndo apresentaram
distribuicdo normal foram analisados pelos testes n&o-paramétricos Mann
Whitney ou Kruskal-Wallis. Os resultados estdo apresentados sob a forma de
meédia £ erro padréo da média.

Foi utilizado o nivel de significancia de 5% para todos os testes

realizados.

Tabela 6. Esquema de analise de variancia para delineamento fatorial

Causas de variacao Graus de Liberdade

Dieta

Escore de Condigao Corporal
Periodo

Interagao Dieta x ECC
Interagao Dieta x Periodo

Interacdo ECC x Periodo

[ . U (. U (" U —

Interacdo Dieta x ECC x Periodo
Residuo A 64

Total de Unidades Experimentais 71

Tabela 7.Esquema de analise de variancia para delineamento fatorial (Taxa de

ecloséo)

Causas de variagao Graus de Liberdade

Dieta

Escore de Condigao Corporal
Estagio Embrionario
Interacao Dieta x ECC
Interacdo Dieta x Estagio

Interacdo ECC x Estagio

[ . (. U U U U —

Interacao Dieta x ECC x Estagio
Residuo A 64




Total de Unidades Experimentais 71

Tabela 8. Esquema de andlise de variancia para delineamento fatorial com as

medidas repetidas no tempo (dias -2, -1,0, 1, 3, 5,7, 11 e 13)

Causas de variacao Graus de Liberdade

Dieta

Escore de Condi¢ao Corporal

Periodo

Interagao Dieta x ECC
Interagao Dieta x Periodo

Interagéo ECC x Periodo

L U U Ut U R O T N

Interacdo Dieta x ECC x Periodo
Residuo A

(o))
IS

N
—

Total de Unidades Experimentais

Tempo

Interacdo Tempo x Dieta

Interacdo Tempo x ECC

Interacdo Tempo x Periodo
Interacdo Tempo x Dieta x ECC
Interagdo Tempo x Dieta x Periodo

Interacdo Tempo x ECC x Periodo

0 0O 0 00 0 0 0 o

Interacdo Tempo x Dieta x ECC x
Periodo
Residuo B 512

Total de Sub-unidades Experimentais 647




Tabela 9. Esquema de analise de variéncia para delineamento fatorial com as

medidas repetidas no tempo para a variavel insulina (dias 0, 7 e 13)

Causas de variagao Graus de Liberdade

Dieta

Escore de Condigao Corporal

Periodo

Interacao Dieta x ECC
Interacdo Dieta x Periodo

Interacdo ECC x Periodo

RS N, (. U N [ N [ N —

Interacao Dieta x ECC x Periodo
Residuo A

(@)
IS

~
—

Total de Unidades Experimentais

Tempo

Interagdo Tempo x Dieta

Interagdo Tempo x ECC

Interagdo Tempo x Periodo
Interacdo Tempo x Dieta x ECC
Interacdo Tempo x Dieta x Periodo

Interacdo Tempo x ECC x Periodo

N N N N N N DNDN

Interagdo Tempo x Dieta x ECC x
Periodo
Residuo B 128

Total de Sub-unidades Experimentais 215




5. RESULTADOS

5.1. Peso corporal e escore de condicao corporal

N&o houve variagéo no peso médio (média £+ EPM) e no ECC médio dos
animais durante o periodo experimental (P > 0,10). Os animais com maior peso
corporal e maior ECC se mantiveram assim durante todo o experimento,
incluindo o periodo em que estavam submetidos a AIMS. O mesmo foi
observado nos animais com menor peso corporal e ECC inferior (Figuras 3 e
4).
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Figura 3. Peso corporal (kg) dos animais (média + EPM) com maior ECC
submetidos a AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e a Manutencédo (>ECC +
Manutengdo; n = 19) e dos animais com menor ECC submetidos a AIMS
(<ECC + AIMS; n = 17) e a Manutencéo (<ECC + Manutencéo; n = 17) ao
longo do periodo experimental. Nao houve diferenca (P > 0,10) no peso

corporal médio entre os grupos submetidos ou nao a AIMS.
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Figura 4. Escore de condigdo corporal (ECC, escala de 1 a 5) dos animais
(média £ EPM) com maior ECC submetidos a AIMS (>ECC + AIMS; n=19) e a
Manutengédo (>ECC + Manutencao; n = 19) e dos animais com menor ECC
submetidos a AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e a Manutengéo (<ECC +
Manutengéo; n = 17) ao longo do periodo experimental. Ndo houve diferenca

(P > 0,10) no ECC médio entre os grupos submetidos ou ndo a AIMS.



5.2. Resposta superestimulatéria e superovulatéria e producao

embrionaria

Nao houve efeito da dieta, do ECC e, consequentemente, também nao
houve efeito de interacdo entre dieta e ECC quanto ao numero de foliculos
recrutados na onda folicular sincronizada e quanto ao numero de ovulagdes
(P>0,05). O numero de estruturas totais e, consequentemente, o numero de
embrides viaveis também néo diferiu entre os quatro tratamentos experimentais
(P>0,05) (Tabelas 10 e 11).



Tabela 10. Resultados (média) da populagéo folicular (n), corpos luteos (n) e

embrides coletados (n), nos animais com maior ECC submetidos a AIMS
(>ECC + AIMS; n = 19) e a Manutengao (>ECC + M; n = 19) e dos animais com
menor ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e a Manutencao
(ECC + M; n = 17).

>ECC <ECC =
Médi cv Diet D*E
M AIMS M AIMS ECC
a (%) a CcC

Foliculos =2 3mm
(antes da AIMS); 47,6 47,5 47,5 37,2 42 4 475 0,56 0,03 0,81
n
Foliculos =2 3mm

56,4 55,1 54,3 48,2 53,6 434 0,81 0,41 0,46
(inicio FSH); n
Foliculos = 6mm

41,6 35,5 41,5 34,5 38,3 629 0,53 0,86 0,66
(final FSH); n
Corpos luteos; n 11,8 10,3 13,4 12,4 11,9 50,5 0,58 0,23 0,91
Estruturas totais

7.4 6,6 8,5 8,5 7,7 68,5 0,80 0,18 0,58
coletadas; n
Embrides
o 3,47 3,58 4.41 3,94 3,83 876 0,38 0,32 0,94
viaveis; n
Embrides

3,1 2,5 2,7 3,8 3,0 123,7 0,45 0,52 0,10

degenerados; n




Tabela 11. Numero médio de ovocitos ndo fecundados (NF), moérulas e
blastocistos, com respectivas médias, CV e probabilidades, nos animais com
maior ECC submetidos a AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e a Manutenc¢ao (>ECC
+ M; n = 19) e dos animais com menor ECC submetidos a AIMS (<ECC +
AIMS, n = 17) e a Manutengédo (<ECC + M; n = 17).

>ECC <ECC
M AIMS M AIMS Média CV (%) P
NF 0,6 0,2 0,7 1,1 0,6 183,7 0,09
Mérula 2,3 2,8 3,2 24 2,7 113,1 0,61
Blastocisto 1,4 1,3 1,9 1,8 1,7 126,8 0,47

5.3. Concentracfes séricas de insulina e IGF-I

N&o houve efeito de interacao entre dieta e ECC na concentragao sérica
de insulina (P > 0,05) (Figura 5). Por outro lado, houve efeito da condig¢do
corporal durante quase todo o periodo experimental, com excessao dos dias 3
e 11 em relagéo ao inicio da AIMS (Figura 6), e da dieta nos dias 5, 7, 9 e 11
em relacao ao inicio do fornecimento da AIMS (Figura 7), sobre a concentracéo
sérica de insulina (Tabela 12). Dessa forma, os animais que receberam AIMS
por 14 dias previamente a SOV e os animais com maior ECC apresentaram
maiores concentragdes séricas de insulina em relagdo aos animais que
receberam dieta de Manutengcdo durante todo o periodo experimental e aos

animais com menor ECC.



Tabela 12. Concentrag&o de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5,7, 11 e 13 em
relagdo ao inicio da AIMS, com respectivas médias, coeficiente de variagao
(CV) e probabilidades nos animais com maior ECC submetidos a AIMS (>ECC
+ AIMS; n = 19) e a Manutencéo (>ECC + M; n = 19) e dos animais com menor
ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e a Manutencéao (<ECC + M;
n=17).

>ECC <ECC P
. cv :
M AMS M AMS Média Dieta ECC D*ECC
(o]

-2 11,5 14,0 11,6 7,4 11,2 72,7 0,38 0,01 0,05
-1 18,2 16,8 9,5 9,8 13,7 87,1 0,88 0,0008 0,81
0 17,2 12,9 10,1 9,7 12,5 96,9 0,77 0,01 0,34
1 13,6 17,7 10,1 11,7 13,3 91,9 0,20 0,01 0,59
3 15,8 16,5 9,9 13,9 141 79,9 0,10 0,07 0,66

5 14,8 21,0 7,8 10,5 13,6 77,9 0,012 <,0001 0,77

7 16,3 18,4 10,4 131 14,7 66,9 0,05 0,01 0,67

9 20,3 22,6 7,2 16,8 16,9 104,7 0,04 0,0006 0,15

11 15,6 12,3 11,0 146 15,2 66 0,08 0,07 0,83

13 12,4 19,1 8,5 14,2 13,6 72,2 0,002 0,02 0,56

Média 15,6 17,8 9,6 12,2 13,9 61,6 0,09 0,0005 0,81
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Figura 5. Concentragcéo (média + EPM) de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7,
11 e 13 em relagao ao inicio da AIMS, nos animais com maior ECC submetidos
a AIMS (>ECC + AIMS; n = 19) e a Manutenc¢éo (>ECC + Manutencao; n = 19)
e dos animais com menor ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS, n=17)e a
Manutengédo (<ECC + Manutengdo; n = 17). Nao houve efeito de interagcéo
entre dieta e ECC (P > 0,05).
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Figura 6. Concentragdo (média + EPM) de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7,
11 e 13 em relacao ao inicio da AIMS, nos animais com maior (n = 38) e menor
(n = 34) ECC, independente da dieta a que estavam submetidos. Houve efeito
do ECC, os animais com elevado ECC apresentaram maiores concentracdes

de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 5, 7, 9 e 13 quando comparados aos animais
com baixo ECC (P < 0,05).
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Figura 7. Concentracédo (média + EPM) de insulina nos dias -2, -1, 0, 1, 3, 5, 7,
11 e 13 em relagdo ao inicio da AIMS, nos animais que estavam submetidos (n
= 36) ou ndo (n = 36) a AIMS, independente do ECC. Houve efeito da dieta, os
animais que estavam submetidos a AIMS apresentaram maiores
concentragbes de insulina nos dias 5, 7, 9 e 13 quando comparados aos

animais que permaneceram com dieta de Manutencdo durante todo o periodo
experimental (P < 0,05).



Nao houve efeito de interagdo entre ECC e dieta nas concentragbes de
IGF-I (P > 0,05), em nenhums dos dias analisados (Tabela 13 e Figura 8).
Entretanto, para as concentracbes séricas de IGF-I nos dias 0, 7 e 13 em
relacdo ao inicio do fornecimento da AIMS, foi encontrado efeito do ECC
apenas no dia 13 do fornecimento da AIMS (P < 0,05). Os animais com menor
ECC apresentaram maiores concentragbes séricas de IGF-I no dia 13, em
relacédo aos animais com maior ECC (Figura 9). Nao houve efeito da dieta nas

concentragdes séricas de IGF-I (Figura 10; P > 0,05).

Tabela 13. Concentragdo (média + EPM) de IGF-I (ng/mL), nos dias 0, 7 e 13
em relagéo ao inicio da AIMS, nos animais com maior ECC submetidos a AIMS
(>ECC + AIMS; n = 19) e a Manutencéo (>ECC + Manutencgéo; n = 19) e nos
animais com menor ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e a
Manutencéo (<ECC + Manutencao; n = 17) (P>0,05).

<ECC + >ECC +
<ECC+AIMS >ECC+AIMS
Manutencgéo Manutencéao
0 341,9 £ 30,6 313,8 £ 35,5 280,3 £ 18,1 288,0+21,4
7 301,4 + 28,2 247,3 £ 20,1 254,0 £ 22,2 229,0+ 21,2
13 351,2 £ 26,8 329,8 £ 23,3 290,2 + 27,7 2674 +21,5
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Figura 8. Concentragéo (média £ EPM) de IGF-I, nos dias 0, 7 e 13 em relagao
ao inicio da AIMS, nos animais com maior ECC submetidos a AIMS (>ECC +
AIMS; n = 19) e a Manutengédo (>ECC + Manutencao; n = 19) e dos animais
com menor ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS, n = 17) e a Manutencéao
(<ECC + Manutencéo; n = 17). Nao houve efeito de interacéo (P > 0,05).
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Figura 9. Concentragéo (média £ EPM) de IGF-I, nos dias 0, 7 e 13 em relagcao
ao inicio da AIMS, nos animais com maior (n = 38) ou menor (n = 34) ECC,
independentes da dieta a que estavam submetidos. Houve efeito do ECC, os
animais com maior ECC apresentaram maiores concentracdes de IGF-I no dia

13 quando comparados aos animais com menor ECC (*°P < 0,05).
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Figura 10. Concentragdao (média + EPM) de IGF-I, nos dias 0, 7 e 13 em

relacdo ao inicio da AIMS, nos animais que estavam submetidos (n = 36) ou
nao (n = 36) a AIMS, independente do ECC. Nao houve efeito da dieta (P >

0,05).



5.4. Desenvolvimento in vitro dos embribes apés o descongelamento —

Taxa de eclosao

N&o foi encontrado efeito de interagcéo entre dieta e ECC sobre a taxa de
eclosédo dos embrides em nenhuma das avalia¢des realizadas durante o cultivo
in vitro (Tabela 14 e Figura 11) (P > 0,05). Os embrides produzidos pelo grupo
de animais com maior ECC, independente da dieta a qual estavam submetidos,
apresentaram as maiores taxas de eclosao nas avaliacbes realizadas as 36,
48, 60, 72, 84 e 96 horas (Tabela 14 e Figura 12) (P < 0,05). Efeito de dieta foi
observado apenas na avaliagéo realizada ao final das 96 horas do cultivo in
vitro. Os embrides produzidos por animais submetidos a dieta de AIMS
apresentaram maior taxa de eclos&o as 96 horas (Tabela 14 e Figura 13) (P <
0,05).



Tabela 14. Taxas de eclosado (%) dos embrides com 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84
e 96 horas de cultivo pds descongelacédo, com respectivas médias, coeficiente
de variagdo (CV) e probabilidades, produzidos por animais com maior ECC
submetidos a AIMS (>ECC + AIMS) e a Manutengao (>ECC + M) e por animais
com menor ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS) e a Manutengéo (<ECC +
M).

>ECC <ECC P
cV D*E
M AIMS M  AIMS Media ECC  DIETA
(%) cc
12h 0 0 0 5,3 12 9192 008 008 0,08

24h 13,9 18,2 3,8 13,2 11,8 274,7 0,19 0,33 0,39

36h 194 25 5,8 13,2 15,3 236 0,023 0,47 0,49

48h 333 432 173 211 28,2 159,9 0,004 0,59 0,79

60h 47,2 591 30,8 36,8 42,9 115,6 0,005 0,47 0,65

72h 472 705 30,8 395 46,5 107,6 0,0008 0,097 0,96

84h 52,8 72,7 346 474 51,2 98 0,005 0,086 0,78

9%6h 52,8 818 385 50 55,3 90,2 0,0014 0,013 0,61
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Figura 11. Taxa de ecloséo (%) dos embrides apds a descongelagao, avaliada
as 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas apds o inicio do cultivo in vitro, entre os
tratamentos: maior ECC submetido a Manutencado (>ECC + Manutencgéo) e a
AIMS (>ECC + AIMS) e menor ECC submetido a Manutengdo (<ECC +
Manutencéo) e a AIMS (<ECC + AIMS). Nao houve efeito de interagdo entre

dieta e ECC sobre a taxa de eclosdo dos embriées (P > 0,05).
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Figura 12. Taxa de ecloséo (%) dos embrides apds a descongelacao, avaliada
as 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas apés o inicio do cultivo in vitro pos
descongelagdo, comparando embrides produzidos por animais com maior ECC
(>ECC) ou menor ECC (<ECC), independente da dieta. A taxa de eclosao foi
maior nos embrides provenientes do grupo com maior ECC em relacéo a dos

embrides produzidos pelo grupo com menor ECC (P < 0,05).
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Figura 13. Taxa de ecloséo (%) dos embrides apds a descongelacao, avaliada
as 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas apds o inicio do cultivo in vitro,
comparando os embrides provenientes de animais submetidos ou ndo a AIMS,
independente do ECC. A taxa de eclosdo dos embrides provenientes dos
animais que estavam recebendo AIMS foi maior em relagéo a dos provenientes
dos animais que estavam recebendo Manutencdo apenas na avaliagéo

realizada ao final das 96 horas de cultivo in vitro (P < 0,05).



5.5. Diametro dos embrides durantes o cultivo in vitro

A Tabela 15 mostra o resultado do didmetro médio (média £+ EPM) dos
embrides, produzidos por animais com maior ou menor ECC, submetidos ou
ndo a AIMS, durante cultivo in vitro por até 96 horas ap6s a descongelagéo.
Houve efeito do ECC no tamanho dos embrides (P < 0,05). Embrides
produzidos por animais com maior ECC foram maiores que os produzidos por
animais com menor ECC (Figura 14 e 15). Nao houve efeito da dieta das

doadoras no tamanho dos embrides (Figura 16) (P > 0,05).



Tabela 15. Diametro dos embrides viaveis (um), produzidos por animais com
maior ECC submetidos a AIMS (>ECC + AIMS) e a Manutencéo (>ECC + M) e
por animais com menor ECC submetidos a AIMS (<ECC + AIMS) e a
Manutencéo (<ECC + M), nas horas 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 do cultivo in

vitro apés a descongelacao (média + EPM).

>ECC + <ECC +
>ECC+AIMS <ECC+AIMS P
Manutengao Manutengao

od h 172,6 + 3,2° 166,6 £ 5,0° 163,5 +2,6° 164,4 + 3,2° 0.35
(n = 23) (n = 32) (n = 46) (n = 35) ’

36 h 188,3+7,9° 173,1+6,7%® 1654+28° 1701 +4,5% 0.02
(n = 23) (n = 32) (n = 30) (n = 33) ’

a8 h 210,5+9,2° 190,2+8,5%° 1493 +6,2° 159,5+6,2° <0,0
(n=16) (n=23) (n=23) (n =24) 1

50 h 2050+ 11,72 2115+106% 1936 +9,0° 189,7 + 7,42 0.49
(n = 16) (n = 20) (n = 18) (n = 23) ’

o h 1770712 1964 +11,4% 205,7 +10,5° 1942 +5,6° 0.95
(n=11) (n=16) (n=18) (n=22) ’

84 h 1762 +9,9%° 1842+97® 1855+11,6° 1484 +6,4° 0.01
(n=9) (n = 6) (n=17) (n = 20) ’

o6 h 169,4 + 10,5 202,8 + 13,1 152,4+10,0° 156,5+58%* <0,0
(n=9) (n=6) (n=11) (n=15) 1

*b°p < 0,05
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Figura 14. Diametro médio (um) dos embrides viaveis produzidos por animais
com maior ou menor ECC submetidos ou ndo a AIMS, durante todo o periodo
de cultivo in vitro (mensuracgbes realizadas com 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96

horas) ap6s a descongelagéo (média £ EPM) (P = 0,0001).
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Figura 15. Didmetro médio (um) dos embrides viaveis produzidos por animais
com maior ou menor ECC, independente da dieta, durante todo o periodo de
cultivo in vitro (mensuragdes realizadas com 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas)

apo6s a descongelacao (média + EPM) (P = 0,0001).



186G - a
179 -
a Hupm
178 -
177

176 -
1725 -

174

173 -

Tamanheo dos embrides (um)

172 -

171

AINS Manutencdo

Figura 16. Didmetro médio (um) dos embrides viaveis produzidos por animais
submetidos ou ndo a AIMS, independente do ECC, durante todo o periodo de
cultivo in vitro (mensuracdes realizadas com 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas)

apos a descongelagéo (média £ EPM) (P = 0,654).



5.6. Expresséo génica dos embrides

A figura 17 mostra alguns amplicons dos genes avaliados nos embrides
eclodidos durante cultivo in vitro pés-descongelagdo. Houve efeito do ECC
apenas para o gene BAX. Os embrides produzidos por animais com maior ECC
apresentaram maior expressao relativa do gene BAX (Figura 18) quando
comparados aos produzidos por animais com menor ECC (P = 0,0257). Houve
efeito da dieta apenas para o gene INTERFERON-t. Os embrides que foram
produzidos por animais que receberam AIMS por 14 dias previamente a SOV,
apresentaram maior expressao relativa do gene INTERFERON-t (Figura 19)
quando comparados aos produzidos por animais que permaneceram sob dieta
de manutencao durante todo o periodo experimental (P = 0,0236). Ndo houve
efeito da dieta, do ECC e da interacdo dieta e ECC para os demais genes
avaliados (Figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35) (P > 0,05).

A expressao global (quantidade média de mRNA total para cada
tratamento) de todos os genes avaliados foi analisada e esta apresentada na
Figura 36. Nao houve diferenca na expresséo global entre os quatro
tratamentos experimentais (P > 0,05).

Na analise descritiva da expresséao relativa de mRNA para os genes
BAX e BCL-2, o gene BAX se mostrou mais expresso que o gene BCL-2 nos
quatro tratamentos experimentais (maior ou menor ECC, submetido ou ndo a
AIMS) (Figura 37).
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Figura 17. Gel de agarose 1,5% mostrando os produtos amplificados pela RT-
PCR, para os genes GAPDH, BAX, BCL-2, IGF-Il, IGF-IIR, GRB-10, INFt em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelacdo produzidos por
novilhas com maior ou menor ECC, submetidas ou ndo a AIMS. 1 e 2 =
Embrides eclodidos do grupo >ECC + AIMS (n = 16); 3 e 4 = Embribes
eclodidos do grupo >ECC + Manutencéo (n = 16); 5 e 6 = Embrides eclodidos
do grupo <ECC + AIMS (n = 16); 7 e 8 = Embrides eclodidos do grupo <ECC +

Manutengao (n = 14).
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Figura 18. Expresséo relativa (média £+ EPM) de mRNA para o gene BAX em

embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelacdo de novilhas com

maior ou menor ECC. **Diferenca na expressao do gene BAX (P = 0,0257).
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Figura 19. Expressao relativa (média £ EPM) de mRNA para o gene INF-t em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pdés descongelagdo de novilhas
submetidas ou ndo a AIMS. *"Diferenca na expressdo do gene INF-t (P =
0,0236).
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Figura 20. Expresséo relativa (média £+ EPM) de mRNA para o gene BAX em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelacdo de novilhas com

maior ou menor ECC submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 21. Expresséo relativa (média £+ EPM) de mRNA para o gene BAX em
embrides eclodidos em cultivo in vitro poés-descongelacdo de novilhas
submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 22. Expressao relativa (média £ EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelagdo de novilhas com

maior ou menor ECC submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 23. Expressao relativa (média £ EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em
embrides eclodidos em cultivo in vitro poés-descongelacdo de novilhas
submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 24. Expressao relativa (média £ EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pos-descongelagdo de novilhas com
maior ou menor ECC (P > 0,05).
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Figura 25. Expresséo relativa (média + EPM) de mRNA para o gene IGF-Il em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelagdo de novilhas com

maior ou menor ECC submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 26. Expresséo relativa (média + EPM) de mRNA para o gene IGF-Il em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelagdo de novilhas
submetidas ou n&o a AIMS (P>0,05).
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Figura 27. Expresséo relativa (média £+ EPM) de mRNA para o gene BCL-2 em

embrides de novilhas com maior ou menor ECC (P>0,05).
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Figura 28. Expresséo relativa (média £ EPM) de mRNA para o gene IGF-IIR
em embrides eclodidos em cultivo in vitro pés-descongelacao de novilhas com

maior ou menor ECC submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 29. Expresséo relativa (média + EPM) de mRNA para o gene IGF-IIR
em embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelacédo de novilhas
submetidas ou n&o a AIMS (P>0,05).



0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Expregsiio relativa de mRNA do gene
IGF-IIR

<HCC

N IGF-IIR

>R

Figura 30. Expresséo relativa (média £ EPM) de mRNA para o gene IGF-IIR

em embrides eclodidos em cultivo in vitro pés-descongelacao de novilhas com
maior ou menor ECC (P > 0,05).
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Figura 31. Expressao relativa (média + EPM) de mRNA para o gene GRB-10
em embrides eclodidos em cultivo in vitro pés-descongelacao de novilhas com

maior ou menor ECC submetidas ou nao a AIMS (P > 0,05).
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Figura 32. Expressao relativa (média + EPM) de mRNA para o gene GRB-10
em embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelacdo de novilhas
submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 33. Expressao relativa (média + EPM) de mRNA para o gene GRB-10
em embrides eclodidos em cultivo in vitro pés-descongelacao de novilhas com
maior ou menor ECC (P > 0,05).
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Figura 34. Expressao relativa (média £+ EPM) de mRNA para o gene INF-t em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pds-descongelacdo de novilhas com

maior ou menor ECC submetidas ou ndo a AIMS (P > 0,05).
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Figura 35. Expressao relativa (média + EPM) de mRNA para o gene INF-T1 em
embrides eclodidos em cultivo in vitro pos-descongelagdo de novilhas com
maior ou menor ECC (P > 0,05).
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Figura 36. Quantificacdo (média + EPM) para os genes agrupados (BAX, BCL-
2, IGF-Il, IGF-IIR, GRB-10 e INFt) em embrides eclodidos em cultivo in vitro

pos descongelacdo de novilhas com > ou < ECC, submetidas ou ndo a AIMS.
N&o houve diferencga entre os tratamentos (P > 0,05).
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Figura 37. Andlise descritiva comparando a expresssdo relativa de mRNA
(média £ EPM) para os genes BAX e BCL-2 em embrides eclodidos em cultivo
in vitro pds descongelacéo de novilhas com maior ou menr ECC, submetidas

ou nao a AIMS.

Foram feitas analises de correlagéo entre a expresséao relativa de mRNA
do gene BAX e o tamanho dos embrides, entre a concentragdo sérica de
insulina e o tamanho dos embrides, entre a expresséo relativa de mRNA do
gene BAX e a concentragéo sérica de insulina e entre a taxa de eclosao dos
embrides apds 96 horas de cultivo pds-descongelacdo e a concentragao sérica
de insulina. Encontrou-se correlacéo alta e positiva em todas as analises
realizadas, com valores de r, respectivamente, iguais a 0,93; 0,87; 0,93 e 0,96
(P <0,05).



Tabela 16. Valores de correlagdo entre concentragdo sérica de insulina e
diametro dos embrides, entre taxa de eclosao dos embrides apds 96 horas de
cultivo pos-descongelagcédo e concentragéo sérica de insulina, entre expresséo
relativa de mRNA do gene BAX e concentragcéo sérica de insulina e entre a
expressao relativa de mRNA do gene BAX e o didametro dos embrides
produzidos por animais com maior ou menor ECC, submetidos ou nao a alta

ingestao de matéria seca por 14 dias antes da superovulagéo.

Concentragéo sérica de Expressao relativa de
insulina (ug/mL) mRNA do gene BAX
Diametro dos =087 =093
embrides (Um)
Taxa de eclosé&o dos _ _
embrides (%) r=096 r=0381
Expressao relativa de =093 )

mRNA do gene BAX

P<0,05



6. DISCUSSAO

Os animais iniciaram o experimento com maior ou menor peso e ECC e
assim se mantiveram durante todo o periodo experimental, como esperado.
Mesmo os animais com maior ou menor ECC que foram submetidos a AIMS
durante 14 dias previamente a SOV n&o sofreram alteragdes significativas no
peso e no ECC (Figura 3 e 4). Realmente, as dietas experimentais foram
eficientes, de forma que foi possivel analisar apenas o efeito do ECC superior e
inferior, sem a influéncia de ganho ou perda de peso, durante todo o periodo
experimental.

A idéia inicial do fornecimento de elevadas quantidades de MS em
determinados momentos dos protocolos de superovulagdo como alternativa
para incrementar a producgédo in vivo de embrides bovinos, foi fundamentada em
alguns trabalhos que mostraram resultados positivos usando essa estratégia
(Gutierrez et al., 1997; Gong et al., 2002). No entanto, apds vasta revisdo da
literatura, incluindo trabalhos recentes e resultados preliminares de
experimentos desenvolvidos em nosso laboratério observou-se que o alto
consumo de MS ou energia pode comprometer (Mantovani et al., 1993; Nolan
et al., 1998; Yaakub et al., 1999b; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002;
Lozano et al., 2003; Adamiak et al., 2005; Mollo et al., 2007) ou simplesmente
exercer efeito nulo (Freret et al., 2006) no crescimento folicular, na resposta
superovulatéria, na viabilidade ovocitaria e na producdo e qualidade de
embrides, em ruminantes.

No presente trabalho, o ECC dos animais e/ou 14 dias de AIMS
previamente a SOV apresentaram efeito nulo sobre a fun¢cdo ovariana, quanto
ao numero de foliculos recrutados, resposta superestimulatéria e
superovulatéria e quanto a produgdo embrionaria. O numero de estruturas
totais coletadas e de embrides viaveis nao diferiu entre os quatro tratamentos.
A maioria dos dados publicados, com efeito positivo ou negativo, baseia-se em
estudos com fémeas taurinas (Gutierrez et al.,, 1997; Gong et al., 2002;
Adamiak et al., 2005; Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al.,
1999b; Wrenzycki et al., 2000). Ha indicios que taurinos sdo mais sensiveis a
essas alteragbes, logo respondem mais rapidamente as alteragbes no ECC e

na dieta. Gutierrez et al. (1997) e Gong et al. (2002) aumentaram o numero de



foliculos recrutados de novilhas taurinas com baixo ECC fornecendo AIMS por
2 e 3 semanas, respectivamente. Negrao et al. (1997), O’"Callaghan & Boland
(1999), Yaakub et al. (1999b) e Wrenzycki et al. (2000) que concluiram que a
producao de embribes transferiveis aumenta a medida que o consumo
energético diminui, também trabalharam com taurinos. Em relacédo aos
zebuinos, Mollo et al. (2007) observaram que novilhas da raga Nelore
confinadas e submetidas a restrigao alimentar (0,7 x M), por um periodo de 9
semanas, apresentaram respostas superestimulatorias e superovulatérias
maiores do que novilhas submetidas a alta ingestdo alimentar (1,7 x M). Além
disso, o numero de embrides coletados também foi superior no grupo de baixa
ingestdo. Segundo Siddiqui et al. (2002), um nivel nutricional que limite o ECC
em 2,5 a 3,0 (escala de 1 a 5) em vacas zebus antes de um tratamento de
superovulacao, seria melhor do que um alto nivel nutricional. Kadokawa et al.
(2008) avaliaram a relacdo entre ECC e producdo embrionaria em novilhas
taurinas e observaram que os animais com ECC 3,5 produziram menos
embrides viaveis que os animais com ECC 3,0 e 3,25 (escala de 1 a 5),
mostrando que, nesta categoria animal, alteragcbes bem menores na condi¢cao
corporal ja foram suficientes para alterar a produgdo embrionaria. Neste
trabalho, com novilhas Nelore, a condi¢gdo corporal média dos animais com
menor € maior ECC foi 2,7 e 4,0 (escala de 1 a 5), respectivamente, e a dieta
de AIMS foi fornecida durante 14 dias prévios a SOV. Essas diferencas entre
os tratamentos nao foram suficientes para alterar a fungcdo ovariana e a
producao embrionaria. De fato, apenas no experimento do capitulo 1 foi
observado efeito negativo da AIMS sobre a produgdo embrionaria. Naquele
estudo, os animais apresentavam ECC 4,0 (escala de 1 a 5) e a dieta foi
fornecida por apenas 7 dias prévios a SOV. No entanto, diferente do estudo
subseqiente em que se uitlizou novilhas zebus, naquele trabalho foram
utilizadas vacas mesticas, corroborando a hipétese que animais com sangue
taurino sdo mais sensiveis a alteragdes na dieta e no ECC.

Adamiak et al. (2005) acreditam que o efeito do nivel nutricional sobre as
qualidades ovocitaria e embrionaria € dependente do ECC inicial da fémea
bovina. Alguns autores acreditam que “flushing” nutricional (AIMS) associado a
um ECC elevado nos animais pode exercer um efeito deletério sobre o

crescimento folicular, maturacdo ovocitaria e produgédo de embrides,



possivelmente devido ao excesso de IGF-I (Webb et al., 2004) e a
hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005). Eles observaram que os animais
hiperinsulinémicos (elevado ECC com alta ingestdo) apresentaram menor
numero de foliculos totais no ovario e menor numero de ovocitos maturados e
blastocistos produzidos ap6s cultivo in vitro (Adamiak et al., 2005).

Neste trabalho, os animais com elevado ECC e os animais submetidos a
AIMS apresentaram maiores concentragdes séricas de insulina, sem efeito de
interacédo, porém nao houve efeito deletério sobre a produ¢cao embrionaria. De
fato, apesar de alguns trabalhos mostrarem efeito negativo da hiperinsulinemia
(Webb et al., 2004, Adamiak et al., 2005), existem outros trabalhos mostrando
efeito benéfico e essencial da insulina no crescimento embrionario inicial (pré-
implantag&o) (Augustin et al., 2003 e Mann et al., 2003). Ambos, insulina e IGF-
I, atuam como potentes estimuladores da proliferacédo de células da granulosa
e da esteroidogénese em bovinos (Webb et al., 2004). Insulina € um potente
hormdnio anabdlico, estimula o transporte de glicose e aminoacidos, estimula
sintese de RNA, proteina e glicogénio e, além disso, apresenta propriedades
mitogénicas e anti-apoptéticas (Citado por Augustin et al., 2003). Em relacao
ao desenvolvimento embrionario, ela atua exercendo agdo mitogénica e anti-
apoptotica e regulando o transporte de glicose, substrato energético essencial
para a sobrevivéncia embrionaria, através da expressao do transportador da
glicose (GLUT). Os autores observaram que a presencga da insulina no meio de
cultivo aumentou as taxas de clivagem e de blastocistos e produziu blastocistos
com maior numero de células e com menor grau de apoptose (Augustin et al.,
2003). Mann et al. (2003) forneceram uma dieta que induziu aumento da razéo
insulina:glucagon para novilhas de corte e encontraram maior proporgado de
blastocistos alongados com tamanho superior a 10 cm, no dia 16, no grupo que
recebeu a dieta hiperinsulinémica e é importante ressaltar que a dieta nao
alterou a concentrac&o de progesterona nestes animais. No presente trabalho,
foi observado que os embrides produzidos por novilhas com elevado ECC,
independente da dieta, apresentaram maior tamanho e maior taxa de eclosao
durante o cultivo in vitro apds descongelacdo. Estes resultados apresentaram
correlacao alta e positiva com as concentragdes séricas de insulina.

Quanto a acdo anti-apoptética da insulina, acredita-se que seja via

expressédo de GLUT (tranportador da glicose para dentro das células), menor



expressdo de GLUT aumenta a apoptose em blastocistos (citado por Augustin
et al., 2003). Os autores descreveram que embrides cultivados em meio com
presenca de insulina apresentaram menor grau de apoptose, avaliado através
da técnica de TUNEL. No entanto, quando avaliaram o grau de apoptose
através da expressdao de mRNA dos genes BAX, BCL-2 e GLUT néao foi
possivel detectar efeito da insulina. Concluiram que os efeitos da insulina nao
estdo relacionados a quantidade de mRNA desses genes. Neste trabalho
houve efeito da condicdo corporal na expressdo de mRNA do gene BAX. Os
animais com elevado ECC apresentaram maior expressdo do gene BAX. No
entanto, a expressao relativa desse gene apresentou correlagao alta e positiva
com a concentragao sérica de insulina e com o tamanho dos embrides, sendo
este um forte indicativo de que, ndo necessariamente, uma maior expressao do
BAX indica qualidade inferior dos embrides. Recentemente, Vandaele et al.
(2008) mostraram que a expressao de mRNA dos genes BAX, BCL-2 e
caspase-3 e -7 ndo devem ser usados como marcadores para apoptose em
embrides bovinos. Os autores trataram embrides bovinos com “staurosporine”,
substancia indutora de apoptose, e mesmo apds o tratamento n&o foi possivel
detectar diferengca na expresséo desses genes. Yang e Rajamahendran (2002)
avaliaram a expressdo de mRNA dos genes BAX e BCL-2 em ovocitos e
embrides bovinos com diferentes graus de qualidade, o BAX apresentou-se
altamente expresso em todos os tipos de ovécitos e embrides, independente do
grau de qualidade, ja o BCL-2 estava mais expresso nos embrides de boa
qualidade. Ambos BAX e BCL-2 apresentaram-se altamente expressos em
ovocitos desnudos.

Alguns autores defendem a opinido de que a deteccao de diferencas na
expressdo de mRNA somente indica uma significancia bioldgica se confirmada
a expressdo e a atividade da proteina (Vandaele et al., 2008). Caso néo seja
confirmada presenca e atividade da proteina, a expressédo de mRNA pode
mostrar, apenas, maior atividade celular, ou seja, maior proliferacdo e
crescimento e, como consequéncia dessa maior atividade, mortes de algumas
células também podem ocorrer. Os resultados deste trabalho reforcam a
hipotese de que a expressdo aumentada do gene BAX pode, simplesmente,
indicar maior atividade celular e ndo necessariamente, qualidade inferior dos

embrides, uma vez que a expressdo de mRNA do gene BAX foi maior nos



embrides produzidos por animais com elevado ECC, sendo que estes também
apresentaram maior tamanho e maior taxa de eclosao durante o cultivo in vitro
apo6s descongelacao, associados a maiores concentragdes séricas de insulina.

As animais com menor ECC apresentaram maiores concentracoes
séricas de IGF-I no dia 13, do fornecimento da AIMS. Apesar de a insulina ser
a responsavel pela expressdo dos receptores hepaticos de GH e de IGF-I
(Butler et al., 2003), quem realmente determina a sintese e liberagdo de IGF-| &
o GH. A acédo do GH depende apenas de um nivel minimo de insulina que seja
capaz de expressar e manter ativos os receptores de GH (Chase et al.; 1998 e
Bossis et al.; 1999). No entanto, a liberacdo de GH é controlada,
principalmente, pela nutricdo, através de “feed back” negativo (Chase et al;
1998 e Bossis et al.; 1999). Esse mecanismo pode explicar a maior
concentragéo sérica de IGF-I nos animais com menor ECC. Provavelmente os
niveis circulantes de GH estavam mais elevados nestes animais e como estes
animais nédo estavam sob restricdo alimentar, ou seja, estavam com menor
ECC mas recebendo dieta de manutencéo e/ou AIMS a insulina manteve seus
niveis fisiologicos. Dessa forma, os niveis de insulina provavelmente estavam
acima do nivel minimo necessario para manter ativos os receptores de GH e
associado aos, provaveis, maiores niveis circulantes de GH, foi possivel
estimular a maior liberagéo de IGF-I nos animais com menor ECC.

Além disso, deve-se destacar que os menores niveis circulantes de IGF-I
nos animais com maior ECC podem ter contribuido com a nao ocorréncia de
efeitos deletérios da AIMS sobre a producdo embrionaria nestes animais. Ja
que estes embrides sofreram efeito estimulatério apenas da insulina, n&o
havendo o possivel excesso estimulatério causado pela associagédo destes dois
hormonios.

A expressao relativa de mRNA para o gene INF-t foi maior nos embrides
produzidos por animais que foram submetidos a AIMS (P < 0,05). Porém a
causa € desconhecida, ndo se sabe qual alteragdo causada pela AIMS,
fornecida durante 14 dias prévios a SOV, poderia refletir na expressdo de
MRNA para o gene INF-t nos embrides eclodidos apds descongelacéao e cultivo
in vitro.

Os demais genes avaliados, GRB-10, IGF-II, IGF-lIIR e BCL-2, acredita-

se estarem relacionados a qualidade embrionaria, porém neste estudo, néo



houve diferenca na expressdo em embrides produzidos por doadoras
submetidas aos diferentes tratamentos. A n&o detecgdo de diferengas na
expressao destes genes pode ser atribuida a grande variagdo nos niveis de
expressao nos embrides. No entanto, este € um comportamento comum em
estudos de expressdo génica, principalmente em embrides, que sabidamente
tém um metabolismo celular acelerado. Este comportamento tem sido
observado também em varios outros experimentos do Laboratério de
Reproducdo Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (dados
nao publicados). Além disso, neste trabalho foram utilizados no maximo dois
embrides para cada uma das repeticbes, fato que favorece ainda mais a

variagc&o nos niveis de expressao destes genes.



7. CONCLUSOES

Nas condigdes do presente estudo, elevado ou baixo escore de
condic&do corporal, associado ou nao a alta ingestdo de matéria seca por 14
dias previamente a SOV, né&o alterou a resposta superovulatéria e produgéo
embrionaria nos grupos experimentais, contrariando a hipétese do trabalho em
que haveria uma melhor resposta em novilhas magras submetidas a AIMS. Por
outro lado, os embrides produzidos por animais com elevado ECC,
independente da dieta, mostraram-se melhores apdés a congelagdo, a
descongelacao e o cultivo in vitro até eclosdo em relagdo aos demais embrides.
Eles apresentaram maior tamanho, maior taxa de eclosao, maior expressao de
mRNA do gene BAX e correlagdo alta e positiva desses resultados com a
concentragcédo sérica de insulina. Pode-se sugerir que as possiveis alteracdes
metabdlicas causadas pela insulina, dentre elas o maior transporte de substrato
energético para dentro da célula embrionaria, deram um maior suporte
(reservas energéticas) para estes embrides, como consequéncia, eles foram
mais criotolerantes e conseguiram se desenvolver melhor apés a congelacao, a

descongelacéo e o cultivo in vitro até a eclosao.
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