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Funcéo ovariana e producgéo de embrides em novilhas da raca Nelore submetidas a
baixa ou alta ingestdo alimentar
RESUMO GERAL

Este trabalho avaliou o efeito da nutricdo na fun¢do ovariana e produgdo de embrides em
novilhas da ragca Nelore. Novilhas puberes foram submetidas a alta (A, n=20) ou baixa (B,
n=19) ingestdo, recebendo alimentacdo a vontade (170%) ou 70% da dieta de manutengao,
respectivamente. Foram realizados acompanhamento através de ultra-sonografia trans-retal e
coletas de sangue para dosagens hormonais diariamente, durante um ciclo estral completo.
Em seguida, as novilhas foram superovuladas e os embrides coletados e avaliados. Na analise
estatistica, utilizou-se o teste t de Student. As novilhas do grupo A apresentaram duragdo de
estro mais curta e comportamento estral menos intenso. Apesar das novilhas do grupo A
terem ovulado foliculos maiores (14,0+0,2 vs 11,8+0,2 mm), os grupos nao diferiram quanto
ao pico de estradiol sérico. A taxa de crescimento do foliculo ovulatorio foi maior no grupo
A, podendo estar associada as maiores concentracdes séricas de insulina detectadas neste
grupo. Nao foi detectada diferenga nas concentracdes séricas de IGF-I total entre os grupos
durante o periodo peri-ovulatério. O volume luteal maximo durante o ciclo estral também foi
maior no grupo A, entretanto ndo houve diferenca nas concentragdes séricas de progesterona.
Apesar das novilhas do grupo A terem apresentado concentragdes séricas de insulina mais
altas, a resposta superovulatoria e o nimero de estruturas coletadas foram superiores no grupo
B. Pelos resultados obtidos, concluiu-se que diferentes niveis de ingestdo de matéria seca
afetam consideravelmente a fisiologia reprodutiva de fémeas bovinas, podendo refletir em
alteragdes comportamentais, de ciclicidade e de fertilidade dos animais.

Palavras-chave: bovino, nutri¢do, fisiologia ovariana, superovulacao, Nelore.

Ovarian function and embryo production in Nelore heifers with low or high feed intake
ABSTRACT

This study aimed to investigate the effect of nutrition on ovarian function and embryo
production in Nelore heifers. Pubertal heifers were kept in a feedlot and fed high (H, n=20) or
low (L, n=19) energy diets, receiving diet ad libitum (~170%) and 70% of a maintenance diet,
respectively. Transrectal ultrasound examinations of ovaries and blood sample collections for
hormone assays were performed daily during a complete estrous cycle. After that, heifers
were superovulated and embryos were collected and evaluated. The Student t test was used
for statistical analysis. Heifers from group H showed shorter estrus duration and less intense
estrous behavior. Although group H heifers had ovulated greater follicles (14.0+£0.2 vs.
11.8+0.2 mm), the groups did not differ in regard to the estradiol surge. Growth rate of the
ovulatory follicle was greater in H heifers and that may have been associated with the greater
serum insulin concentration observed in this group. There was no difference in serum
concentrations of total IGF-I between groups during the periovulatory period. The maximum
volume achieved by the corpus luteum during the cycle was also greater in H heifers, however
there was no difference between groups in serum progesterone concentrations. Although
heifers from group H had shown greater serum insulin concentrations, the superovulatory
response and the number of recovered embryos/ova were superior in heifers from group L.
Based on the results obtained, we can conclude that different levels of feed intake can affect
the reproductive physiology of bovine females, causing alteration in behavior, estrous cycle
patterns and fertility in the animals.

Keywords: bovine, nutrition, ovarian physiology, superovulation, Nelore.



INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo representado
principalmente por gado de corte, com predominancia da raga Nelore, devido a sua 6tima
adaptabilidade as regides brasileiras.

A pecudria brasileira tem tido demanda crescente de animais de elevado mérito
genético, o que tem impulsionado o uso de técnicas avangadas de biotecnologia, notadamente
aquelas associadas a reprodug@o animal, tais como a SOV e a transferéncia de embrides (TE).
Atualmente, o Brasil ¢ um dos paises que mais geram produtos utilizando estas
biotecnologias, porém com resultados muito variaveis e aquém do ideal.

Quanto a SOV, ha uma variagdo individual ao tratamento, observada tanto em vacas
ou novilhas Bos indicus (Baruselli et al., 2003) quanto em vacas ou novilhas Bos taurus
(Sartori et al., 2003; Martins, 2005). Esta variabilidade na resposta das doadoras ao
tratamento superovulatério € um dos maiores problemas em programas comerciais de TE
(Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004). A variabilidade na
resposta ovariana esta relacionada aos diferentes protocolos superovulatorios, mas também a
condigdo nutricional do animal (Yaakub et al., 1999). Em geral, fémeas de elevado mérito
genético que sao utilizadas como doadoras de embrides, geralmente ndo estdo sob manejo

nutricional adequado a melhor performance reprodutiva, o que compromete os resultados de

TE.

Nutricdo esta entre os fatores que mais afetam o desempenho reprodutivo de fémeas
bovinas, mas os mecanismos especificos pelos quais a dieta influencia a reprodu¢do ainda
permanecem pouco entendidos e ainda precisam ser elucidados. Diversos estudos discutem a
influéncia da nutri¢do sobre a fertilidade de ruminantes (Butler, 2000; Gong, 2002; Webb et
al., 2004). A ingestdo de nutrientes age em varios niveis dentro do eixo hipotalamo-hipofise-
gonada e afeta fatores de crescimento de origem sistémica ou local que controlam direta ou
indiretamente a fun¢do ovariana e a producdo embrionaria (Armstrong et al., 2001; Gong,
2002).

A energia ¢ o nutriente que mais afeta a reproducio de fémeas bovinas. A ingestao
insuficiente de energia estd correlacionada com baixo desempenho reprodutivo, atraso na
idade a puberdade, atraso no intervalo da primeira ovulacdo e cio pds-parto e redugcdo nas
taxas de concepcdo e de prenhez em vacas de corte e de leite. Por outro lado, varios estudos

mostram que dietas altamente energéticas diminuem a resposta aos protocolos de SOV,



diminuem a produgdo embriondria e alteram a expressdo de genes importantes para o
desenvolvimento embrionario. O mecanismo deste efeito ainda nao esta claro, mas acredita-se
que seja conseqiiéncia da producdo de ovdcitos com qualidade comprometida (Dunne et al.,

1999; Yaakub et al., 1999; Martins et al., 2006).

Neste sentido, faz-se necessario avaliar a influéncia da nutricdo no desempenho
reprodutivo de fémeas da espécie bovina, principalmente quanto a funcao ovariana e producao

de embrides de animais de ragas zebuinas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dinamica folicular

A dinamica folicular ¢ um dos fatores mais importantes na fisiologia ovariana e foi
largamente estudada em bovinos de ragas européias (Bos taurus) (Savio et al., 1988, Sirois &
Fortune, 1988, Ginther et al., 1989, Knopf et al., 1989, Roche & Boland, 1991, Taylor &
Rajamahendran, 1991, Badinga et al., 1994). Porém, estudos da fisiologia ovariana de gado
zebu (Bos indicus) sdo limitados, principalmente das importantes ragas de leite e de corte
brasileiras (Figueiredo et al., 1997; Gambini et al., 1998; Viana et al., 2000). Esta dindmica
folicular ovariana em vacas e novilhas ¢ caracterizada por ondas de crescimento e regressao
foliculares durante o ciclo estral (Savio et al., 1988; Ginther et al., 1989; Knopf et al., 1989;
Taylor & Rajamahendran, 1991). Com o advento da avaliacdo da atividade ovariana através
de ultra-sonografia trans-retal, pode-se observar os padrdes de crescimento e regressdo de
foliculos antrais em forma de ondas, durante o ciclo estral bovino (Fortune et al., 1988;

Pierson & Ginther, 1988; Savio et al., 1988).

O estabelecimento do mecanismo da domindncia folicular requer a produgdo de
inibina e E2 pelo foliculo dominante, com conseqiiente redu¢cdo da concentragdo sérica de
FSH, limitando o crescimento dos foliculos subordinados e os induzindo a atresia (Viana et
al., 2000). A selecdo do foliculo dominante em vacas envolve eventos celulares e endocrinos
que ndo estdo completamente elucidados. Varias mudangas fisioldgicas tém sido associadas
com a selecdo folicular, como alteragdo na taxa de crescimento folicular, diminui¢do do FSH
circulante, aumento do estradiol-17f circulante, aumento na expressdao de receptores para
horménio luteinizante (LH) e aumento do IGF-I livre no fluido folicular (Xu et al., 1995;

Ginther et al., 1996; Bao et al., 1997; Ginther, 2000; Beg et al., 2001).

Estudos em Bos taurus, principalmente aqueles realizados nos Estados Unidos com a
raca Holandés, descreveram a ocorréncia de duas a quatro ondas foliculares (Ginther et al.,
1989; Knopf et al., 1989; Townson et al., 2002; Sartori et al., 2004) durante um ciclo estral,
sendo que a maioria dos animais apresentou duas ondas. Um estudo realizado no Brasil com
Nelore (Figueiredo et al., 1997) observou ciclos com duas ou trés ondas foliculares, havendo
predominio de duas ondas nas vacas e de trés ondas nas novilhas. Segundo Viana et al.
(2000), bovinos usualmente demonstram duas ou trés ondas foliculares durante o ciclo estral,

mas ciclos com uma (Savio et al., 1988; Santos, 1993) ou quatro ondas foliculares ja foram



encontrados (Sirois & Fortune, 1988; Santos, 1993; Townson et al., 2002; Sartori et al.,
2004).

Ginther et al. (1989), Taylor e Rajamahendran (1991) e Figueiredo et al. (1997)
sugeriram que o numero de ondas foliculares, em bovinos, ¢ regulado pela duragdo da fase
luteal. Por manter alta a concentragao de P4, o corpo luteo (CL) boqueia a ovulagdao de

foliculos ovulatorios funcionais, induzindo sua atresia e o inicio de uma nova onda folicular.

Alguns fatores diferentes da duragdo da fase luteal podem também ser responsaveis
pela variagdo no numero de ondas foliculares. O menor tamanho do foliculo dominante da
onda intermediaria, comparado com o foliculo ovulatério, pode ter contribuicdo no aumento

do ntimero de ondas.

Murphy et al. (1991) observaram que novilhas mestigas Holandés x Hereford
subalimentadas (70% da dieta de manuten¢@o) apresentaram predominancia de trés ondas
foliculares (5/7 = 71%), e 20% (1/5) das superalimentadas (180% da dieta de manutencao)

possuiam trés ondas foliculares no ciclo estral.

Quanto a dimensdo folicular, Townson et al. (2002) relataram maior tamanho dos
foliculos ovulatorios em vacas com duas ondas foliculares, quando comparadas a vacas com
trés ondas. Ahmad et al. (1997) mostraram taxa de crescimento do foliculo ovulatorio de 1,0
mm por dia para novilhas e vacas com duas ondas e de 1,5 mm por dia para novilhas e vacas
com trés ondas foliculares. Além disso, novilhas e vacas com trés ondas foliculares tendem a
ter intervalo interovulatdrio mais longo que fémeas da mesma categoria com duas ondas
(Savio et al., 1988; Sirois & Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Knopfet al., 1989; Taylor &
Rajamahendran, 1991; Ahmad et al., 1997; Townson et al., 2002 apud Sartori et al., 2004).

Influéncia da ingestéo alimentar na fungédo reprodutiva da fémea

A reproducdo sofre influéncia de varios fatores como espécie, raga, idade, escore de
condig¢do corporal (ECC) e nutricao. A importancia da nutricdo na performance reprodutiva ¢
amplamente reconhecida (Robinson, 1990, Dunn & Moss, 1992; Wade & Schneider, 1992;
Gutierrez et al., 1997a,b).

A performance reprodutiva parece ser diferente em vacas com alta ou com baixa
ingestdo de alimento. Os mecanismos pelos quais ocorrem efeitos da nutricdo na performance

reprodutiva ainda ndo s3o bem compreendidos. Além disso, sabe-se que a performance



reprodutiva de vacas de corte esta associada ao ECC (Selk et al., 1988; Humblot et al., 1996;
Morrison et al., 1999; Bossis et al., 2000), o qual pode afetar a persisténcia do foliculo
dominante (Rhodes et al., 1995; Viana et al., 2000), o desenvolvimento folicular ovariano, a

proliferagdo das células da granulosa e a esteroidogénese (Adamiak et al., 2005).

O aumento energético na dieta foi associado ao aumento no recrutamento de pequenos
foliculos durante a primeira onda folicular do ciclo estral de novilhas holandesas (Gutierrez et
al., 1997a,b), indicando que a nutri¢do parece afetar o recrutamento de pequenos foliculos,
mas ndo a sele¢do e dominancia folicular. Em ovelhas, um periodo de flushing (aumento
agudo na dieta) elevou o nimero de foliculos presentes no ovario e a taxa de ovulagdo

(Downing & Scaramuzzi, 1991).

A restrigdo na dieta suprime a secre¢do de LH em vacas de corte (Richards et al.,
1989; Bossis et al., 1999; Bossis et al., 2000), além de diminuir a persisténcia ¢ o tamanho
maximo do foliculo dominante, aumentando a incidéncia de ciclos de trés ondas em novilhas
ciclicas (Murphy et al., 1991). Bergfeld et al. (1994) relataram que novilhas alimentadas com
pouca energia possuem menores foliculos dominantes e, conseqiientemente, menores

concentragoes periféricas de E2 que novilhas alimentadas com alta energia.

A restricdo dietética prolongada resulta em término dos ciclos estrais, em vacas e
novilhas, quando esta restricao ¢ de 50% da energia de mantenca por 26,5 semanas (Imakawa
et al., 1986 apud Rhodes et al., 1996; Richards et al., 1989). Logo, quantidades insuficientes
de alimento na dieta dos animais influenciam o desenvolvimento folicular chegando ao
extremo de causar condi¢do anovulatoria, quando as fémeas sdo submetidas a periodos

prolongados de desnutrigdo (Rhodes et al., 1996; Bossis et al., 2000).

Numerosos trabalhos relataram a performance reprodutiva da fémea bovina sob
influéncia de alguns fatores. Sartori et al. (2002a,b; 2004) compararam vacas holandesas
lactantes a novilhas, ou vacas lactantes a ndo lactantes ¢ observaram diferengas entre os
grupos, relacionadas a funcdo ovariana, a qualidade embrionéria e a concentracao sérica de

hormonios esteroides.

Influéncia da ingesté@o alimentar nas concentracdes sangiineas de hormonios

Estudos tém relatado que vacas lactantes desenvolvem maior foliculo
dominante/ovulatorio, mas tém menor concentra¢do sérica de E2 que novilhas (Ahmad et al.,

1996; Sartori et al., 2004; Wolfenson et al., 2004) ou vacas secas (De La Sota et al., 1993).



De fato, estudos que compararam novilhas a vacas lactantes (Wolfenson et al., 2004); e vacas
secas a vacas lactantes (De La Sota et al., 1993) observaram concentragdes séricas de

hormonios esteroides inferiores nas vacas lactantes.

Baixas concentracdes séricas de esterdides tém, potencialmente, numerosas
conseqiiéncias fisiologicas que podem comprometer a reproducao das vacas lactantes (Sartori
et al., 2004). A redugédo no pico de E2 circulante pode ser causa da menor duragdo do estro ou
menor intensidade de comportamento estral em vacas lactantes (Nebel et al., 1997; Lopez et
al., 2004) ou da baixa taxa de detec¢ao do estro, em vacas lactantes (Senger, 1994). Além
disso, pode contribuir para falhas na fecundacao, problemas de desenvolvimento embrionario
precoce (King et al., 1994; DeSouza & Murray, 1995) ¢ pode influenciar em alguns tipos de

anestro em vacas lactantes (Wiltbank et al., 2002).

Uma das explicagdes para estas menores concentragdes séricas ¢ que a elevada
ingestdo de MS promove maior metabolismo dos hormoénios esterdides (Parr et al., 1993a, b;
Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos et al., 2003) e, conseqiientemente, menores
concentragdes sangiiineas circulantes. Nolan et al. (1998) descreveram maior concentragdo
sérica de P4 em novilhas com alimentagdo restrita comparadas as superalimentadas. Estas
alteracdes nas concentracdes sangiiineas de P4 e E2 podem afetar os padroes de
desenvolvimento folicular (Sirois & Fortune, 1988; Knopf et al., 1989) e a viabilidade de
ovocitos e embrides (Folman et al., 1973; Fonseca et al., 1983; Ashworth et al., 1989; King et
al., 1994; Desouza & Murray, 1995; Mann et al., 1998).

O maior metabolismo de E2 nas vacas lactantes leva o foliculo a crescer mais antes
que alcance concentracao suficiente de E2 para induzir o pico de hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH)/LH e conseqiiente ovulagao (Sartori et al., 2004), o que pode explicar

o fato de vacas lactantes terem tamanho maior do foliculo ovulatorio.

O IGF estimula a proliferacao das células da granulosa bovina dos foliculos pequenos,
resultando no crescimento folicular (Gong et al., 1997). Além disso, as concentragdes
sangiiineas de IGF-I em bovinos sdo diretamente influenciadas pelo nivel nutricional dos
animais (Houseknecht et al., 1988). Durante periodos de alimentagdo restrita em vacas, as
concentragoes sangiiineas de IGF-I decrescem (Spicer et al., 1990). Portanto, em casos de
superalimentagdo, ha maior concentracdo de IGF-I, conseqlientemente, maior crescimento

folicular.



O maior tamanho folicular leva a um maior nimero de células da granulosa,
resultando em um maior CL, ja que h4d uma correlagdo positiva entre tamanho do foliculo
ovulatorio e tamanho do CL. Vasconcelos et al. (1999) e Sartori et al. (2002a) observaram
que vacas que ovularam foliculos maiores possuiam, conseqiientemente, maiores CLs e maior
producao de P4, porém apresentaram menor taxa de concepg¢ao € uma tendéncia a maior perda

embriondria que vacas que ovularam foliculos menores.

Estudos comparando novilhas a vacas lactantes (Sartori et al., 2004; Wolfenson et al.,
2004) e vacas secas a vacas lactantes (De La Sota et al., 1993) relataram menor concentragao
de P4 em fémeas lactantes que em fémeas ndo lactantes. Assim, vacas lactantes ovularam
foliculos maiores e geraram CLs maiores, porém tiveram menor concentracdo de P4,

possivelmente devido a um maior metabolismo de P4 nestas vacas lactantes.

Uma baixa concentragdo sérica de P4 antes da inseminagdo artificial (IA) esta
associada a uma redugdo da fertilidade (Folman et al., 1973; Fonseca et al., 1983), e
suplementagdo de P4 antes da IA aumenta a taxa de prenhez (Folman et al., 1990; Wehrman
et al.,, 1993; Xu et al.,, 1997). A baixa concentracdo sérica de P4 causa o aumento da
freqiiéncia dos pulsos de LH (Roberson et al., 1989; Bergfelt et al., 1991; Adams et al.,
1992), causando maturacdo prematura do ovoécito (Revah & Butler, 1996) com queda na
qualidade ovocitdria no momento da ovulagdo e, conseqiientemente, baixa qualidade

embrionaria apds a fecundagdo (Ahmad et al., 1995).

O IGF-I, produzido no figado, mas também em menores propor¢des em outros tecidos,
influencia a regulagdo do desenvolvimento folicular. Gong et al. (1997) demonstraram que o
IGF-I e a insulina estimulam a proliferagdo e esteroidogénese das células da granulosa bovina
dos foliculos pequenos (2 a 5 mm) e atuam em sinergismo com gonadotrofinas, aumentando a
sensibilidade das células da granulosa a estas, além de ajudar na maturacdo ovocitdria € no

desenvolvimento inicial dos embrides (Mariana et al., 1991; Kane et al., 1997).

O hormoénio de crescimento (GH), IGF-I e insulina sdo fisiologicamente inter-
relacionados e respondem a mudangas nutricionais (Pell & Bates, 1990; Thissen et al., 1994
apud Gutierrez et al., 1997a,b). O nivel de nutrigdo ¢ o ECC influenciam nas concentra¢des
de IGF-I, nos foliculos ovarianos (Ryan et al., 1994; Monget & Martin, 1997), tal como
afirmam Adamiak et al. (2005) quando relatam que as concentragdes plasmaticas de IGF-I
sdo positivamente correlacionadas com o ECC. Concentragdes de insulina e IGF-I se elevam

com o aumento de nutriente, ao passo que a concentracdo de GH diminui com a diminui¢ao



de nutrientes (Breier et al., 1986; Foster et al., 1989; Clarke et al., 1993 apud Gutierrez et al.,
1997a,b).

Elevagdo na concentracdo plasmatica de IGF-I esta associada ao aumento no didmetro
maximo dos foliculos dominantes. Adamiak et al. (2005) concluiram que as concentragdes
plasmaticas de IGF-I foram maiores em novilhas com ECC moderado, comparadas a novilhas
com ECC baixo, porém estas concentragdes ndo foram afetadas pelo nivel de dieta. Além de
acao direta no ovario, o IGF-I pode afetar fungdes da hipofise (Soldani et al., 1995; Wilson,
1995 apud Bossis et al., 2000) e do hipotalamo (Hiney et al., 1991; Hiney et al., 1996, Longo
et al., 1998 apud Bossis et al., 2000).

In vitro, GH (Gong et al., 1994), insulina ¢ IGF-I (Gutierrez et al., 1997b) estimulam a
proliferacdo e a esteroidogénese das células da granulosa, em bovinos, mas nio hé evidéncia
direta do efeito in vivo do IGF-I no desenvolvimento folicular, em vacas, apesar dele ser
importante para a maturagdo ovocitaria ¢ para o desenvolvimento embrionario (Siddiqui et al.,
2002). Apesar disso, um aumento da concentragdo periférica de IGF-I foi associado a maior
taxa de gémeos, em vacas (Echternkamp et al., 1990), e a concentragao intra-folicular de IGF-
I foi positivamente associada ao diametro folicular (Spicer et al., 1988). Concentragdes
maiores de IGF-I extra-ovariano aumentam o crescimento folicular e a esteroidogénese
(Campbell et al., 1995) e podem ser uma justificativa dos efeitos da nutrigdo no
desenvolvimento folicular. A nutricdo pode provocar mudancas no numero de foliculos
pequenos, que sdo independentes de mudancas nos niveis periféricos de FSH, mas
positivamente associados com a concentracdo de insulina circulante. As concentragdes de GH
e IGF-I total ndo estdo relacionadas ao aumento no recrutamento de foliculos pequenos

(Gutierrez et al., 1997a,b).

Mudangas no nivel de insulina estdo estreitamente relacionadas a mudangas em IGF-I
(O’Callaghan & Boland, 1999). Um aumento do nivel de glicose no sangue resultou em maior
concentracdo de insulina, o que promoveu o aumento na taxa de ovulagdo, em ovelhas
(Downing et al., 1995; Williams et al., 1997), porém reduziu a secre¢do de LH (Downing &

Scaramuzzi, 1997).

Nao foram observadas diferencas nas concentragdes de FSH ou no padrao de secreg¢ao
de FSH, com alteragdo na dieta. Portanto, alteracdo no numero de foliculos pequenos,
ocorrida com aumento da ingestdo da dieta, parece ser independente de mudancas na

concentragdo de FSH (Gutierrez et al., 1997a,b).



Influéncia da ingestéo alimentar na producgdo de embrides

Ha controvérsias na literatura quanto ao efeito dos niveis energéticos ou quantidade de
MS ingerida na resposta a protocolos de SOV. Alguns trabalhos detectaram efeitos positivos
da alta ingestao na populagdo folicular e nimero de ovulag¢des (Gutierrez et al., 1997b; Gong
et al., 2002), outros ndo detectaram efeito e outros detectaram efeito contrario (Mantovani et
al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al., 1999; Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al.,
2002).

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 zebu antes de um tratamento de SOV seria melhor do que um alto
nivel nutricional. Em concordancia, Adamiak et al. (2005) acreditam que o efeito do nivel
nutricional sobre as qualidades ovocitdria e embrionaria ¢ dependente do ECC inicial da

fémea bovina.

Yaakub et al. (1999) compararam novilhas que receberam trés quilos de concentrado a
novilhas que receberam concentrado ad libitum e observaram que as que receberam menos
concentrado apresentaram melhor resposta ao tratamento com FSH, refletida no niimero de
embrides recuperados e no nimero de embrides transferiveis, concluindo que a resposta
superovulatéria ao FSH foi afetada pela quantidade de dieta oferecida. De fato, alimentacgao
excessiva em vacas (Blanchard et al., 1990) e ovelhas (McEvoy et al., 1995) tem sido

associada com reducdo na recuperacao e na qualidade embrionaria.

Tanto Purwantara et al. (1993) quanto Nasser et al. (1993) afirmaram que o ntimero de
foliculos no inicio do tratamento com FSH pode influenciar na resposta superovulatoria. A
quantidade da dieta pode ser um dos fatores que controlam o desenvolvimento folicular ou a

situacdo ovariana antes do inicio da SOV (Yaakub et al., 1999).

Trabalhando com novilhas superovuladas, Nolan et al. (1998) ndo observaram
diferenca em numero de CLs ao compararem novilhas subalimentadas as superalimentadas. Ja
Siddiqui et al. (2002) encontraram diferenga no nimero de CLs palpaveis, sendo que vacas
superalimentadas apresentaram menor nimero destes. Isto condiz com Mackey et al. (1997) e
Nolan et al. (1998), que afirmam que a dieta restrita suprime o foliculo dominante limitando
seu tamanho e maximiza a taxa de ovulagdo em tratamento superovulatério. J& quanto a

qualidade dos embrides, o fornecimento de alta quantidade de alimento para os animais



acarretou na redugdo no desenvolvimento embrionario em ovelhas (McEvoy et al., 1995) e

novilhas superovuladas (O'Callaghan & Boland, 1999; Yaakub et al., 1999).

Nutri¢do excessiva durante a SOV e durante o desenvolvimento embrionario inicial
tem efeito deletério, em vacas superovuladas (Nolan et al., 1998; Yaakub et al., 1999). Em
outros dois estudos, novilhas superovuladas que receberam dietas com menores niveis
energéticos produziram mais embrides transferiveis, comparadas as alimentadas com altos

niveis de concentrado (Nolan et al., 1998).

Efeitos deletérios da alta ingestdo de MS foram comprovados em ovelhas, refletidos
no aumento da mortalidade embrionaria (Parr et al., 1987). Estudos realizados em Wisconsin,
EUA, comparando qualidade embrionéria em vacas de alta producao de leite e alta ingestao
alimentar a novilhas ou vacas nao lactantes demonstraram menor viabilidade embrionaria nas
vacas lactantes (Sartori et al., 2002b). Nesses experimentos, dentre os embrides coletados seis
dias ap6s IA de vacas holandesas com alta producao leiteira (>40 kg/dia) ndo superovuladas,
52% ndo estavam viaveis. Por outro lado, novilhas nuliparas e vacas ndo lactantes geraram

72% e 82% de embrides vidveis, respectivamente.

Apos oito aplicacdes de FSH (600 UI), houve tendéncia das novilhas sob dieta restrita
apresentarem maior nimero de foliculos, maior nimero de CLs e maior nimero de embrides
transferiveis que novilhas superalimentadas (Nolan et al., 1998). Estudos prévios mostraram
redugdo na resposta ovulatoria quando administrada dieta ad libitum (Yaakub et al., 1996).
Mantovani et al. (1993) relataram que mais embrides transferiveis foram recuperados de
animais em dieta com pouco concentrado comparados a animais em dieta com muito
concentrado, concordando com Negrao et al. (1997), que concluiram que a producdo de

embrides transferiveis aumenta quando o consumo de dieta diminui.

Em contrapartida, Adamiak et al. (2005) observaram que o numero de foliculos
grandes (> 8 mm) e médios (4-8 mm) foi maior em novilhas que receberam dieta equivalente
a duas vezes o requerimento de manutencao (2M), comparadas a novilhas que receberam uma
vez os requerimentos de manutencdo (M). O numero de foliculos pequenos (< 4mm) nao foi
afetado pelos tratamentos. Os autores observaram também que a taxa de crescimento € o
diametro maximo do foliculo dominante foram maiores nas novilhas superalimentadas. Ja
Gong et al. (2002) relataram maior nimero de foliculos pequenos (2-4mm), levando a um
maior nimero de foliculos grandes (> 9mm), em novilhas com dieta 2M, comparadas as com

dieta M, ap0s tratamento com FSH.
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No estudo de Chagas e Silva et al. (2002), onde compararam vacas lactantes a
novilhas, as vacas tiveram menos estruturas, menos ovocitos fecundados e menos embrides
vidveis que as novilhas. Além disso, nas vacas, foi observada menor concentragdo de P4 no
diestro que nas novilhas. As menores resposta superovulatoria, taxa de fecundacdo e
recuperagao de embrides vidveis das vacas lactantes em relagao as novilhas foram associadas
as menores concentragcoes de P4 durante o diestro. As diferengas encontradas entre novilhas e
vacas lactantes na concentragdo de P4, na resposta superovulatdria e na recuperacao
embriondria podem estar relacionadas com a condi¢cdo nutricional das doadoras durante o

tratamento de SOV (Butler, 2000).
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OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a influéncia da nutricio na performance

reprodutiva em novilhas da raga Nelore, sob manejo nutricional natural do Brasil.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as caracteristicas de crescimentos folicular e luteal, a incidéncia de
ondas foliculares, os tamanhos folicular e luteal, a duracdo do ciclo estral e as concentragdes
séricas de IGF-I, insulina e dos hormoénios reprodutivos E2 e P4, em novilhas submetidas a

alta ou baixa ingestdo alimentar.

2. Determinar a resposta a um protocolo de SOV, resposta esta baseada em: niimero
de foliculos > 3 mm de didmetro no inicio da superestimulacdo com FSH; numero de foliculos
> 6 mm no final da superestimulacdo; nimero de CLs no dia da coleta dos embrides; nimero
de estruturas totais coletadas e numero de embrides vidveis coletados, em novilhas

submetidas a alta ou baixa ingestdo alimentar.
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HIPOTESES

Novilhas submetidas a alta ingestdo alimentar apresentam crescimentos folicular e
luteal maiores, repercutindo em tamanhos folicular e luteal maiores. Além disso, estes
animais tém um numero menor de ondas foliculares. Quanto as concentragdes séricas, quando
se trata de IGF-I e insulina, o grupo de alta ingestdo apresenta maior concentracdo destes
hormdnios, ao passo que este mesmo grupo tem menores concentragdes séricas de E2 e P4

gracas a um possivel metabolismo acentuado desses esterdides.

Baixa ingestdo alimentar proporciona melhor resposta superovulatoria e melhor

qualidade dos embrides produzidos.
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MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram desenvolvidos. No experimento 1, animais alimentados com
baixa ou alta ingestdo foram avaliados quanto ao comportamento ¢ duracdo do estro, padroes
de crescimento folicular e luteal, incidéncia de ondas foliculares, tamanhos foliculares e
luteais, duracdo de ciclo estral, e concentracdes séricas de IGF-I, insulina, P4 ¢ E2. No
experimento 2, a populag¢do folicular ao inicio e no final da SOV, além do ntmero de
ovulacdes e de embrides produzidos foram comparados entre novilhas recebendo baixa ou

alta ingestao alimentar.

Animais

Foram usadas 44 novilhas da raca Nelore com idade entre 24 e 36 meses e peso
corporal de 390,0 £ 6,8 kg. Todas as novilhas passaram por exame ginecoldgico,

anteriormente ao projeto propriamente dito.

Dietas tratamento

As novilhas foram divididas, aleatoriamente, em dois grupos experimentais, recebendo
70% da dieta de manutengdo (baixa ingestdo = grupo B) ou dieta ad libitum (alta ingestao =
grupo A) (tabela 1) e foram mantidas em sistema de confinamento no Campo Experimental
Sucupira, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, DF), onde foi realizado

todo o projeto.

Os animais receberam dieta de manutengdo para adaptagao por um periodo de 7 dias, e
foram divididos nos dois grupos experimentais. Passaram entdo mais trés semanas de
adaptacdo a dieta experimental (baixa ou alta ingestdo), antes do inicio do experimento,
totalizando 9 semanas recebendo as dietas experimentais. As novilhas tiveram acesso

irrestrito a agua e sal mineral.

Além disso, o peso e a condi¢do corporal (escala de 1 a 5; Houghton et al., 1990)

foram avaliados semanalmente. Como as dietas eram em quantidade proporcional ao peso
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corporal, estas eram reformuladas semanalmente, j4 que o peso corporal variava a cada

s€émana.

Tabela 1. Composi¢cdo de matéria seca (MS) e proteina bruta (PB) da dieta dos animais que
estavam recebendo dietas de baixa ou alta ingestao.

Kg/cab/d % MS Total kg MS/d % PB  Total proteina % PB

(kg)
Baixa ingestao
Feno de Coast-cross 2,1 85,0 1,79 13,0 0,23
Silagem de milho 9,1 25,0 2,28 9,0 0,2
Suplemento 0,35 9,0 0,32 22,0 0,07
energético/protéico*®
Total 11,55 4,38 0,5 11,52
% do peso vivo 1,08
Alta ingestéo
Feno de Coast-cross 5,4 85,0 4,59 13,0 0,6
Silagem de milho 23,4 25,0 5,85 9,0 0,52
Suplemento 0,9 9,0 0,81 22,0 0,18
energético/protéico*
Total 29,7 11,25 1,3 11,52
% do peso vivo 2,78

*Boido PPU (Integral Produbom, Goiania, GO).

Experimento 1

Sincronizacéo do estro

Durante o periodo de adaptacdo a dieta experimental, as novilhas foram submetidas a
sincronizagdo de estro. No Dia 0 receberam dispositivo intra-vaginal de P4 (DIB, Syntex

S.A., Argentina) e foram aplicados 2,0 mg de benzoato de estradiol - BE (Ric-BE, Tecnopec,
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Brasil), 7 dias depois foi retirado o dispositivo e foram aplicados 0,15 mg im de cloprostenol
(Prolise, ARSA S.L.R., Argentina). Apos 11 dias, outra aplica¢do de cloprostenol, na mesma
dose, foi realizada. Em seguida, as novilhas foram monitoradas constantemente (24 h por dia)
por dois observadores, até o dia em que a ovulacdo foi detectada por ultra-sonografia. A
observagao de estro serviu para identificar o nimero de montas e o nimero de aceites de
montas, responsdveis por caracterizar a intensidade do estro de cada novilha, além de
fomentar informagdes para a definicdo da duragdo do mesmo. Das 44 novilhas iniciadas no
programa, 24 foram detectadas em estro e cinco ndo ovularam apos a segunda aplicacdo de

cloprostenol. Estas cinco novilhas anovulatérias foram removidas do estudo.

Exames ultra-sonograficos

A partir da segunda injecdo de prostaglandina (PGF,,), exames ultra-sonograficos
ovarianos trans-retais e coletas de sangue foram realizados diariamente até o final do intervalo
de ovulagdes (Sartori et al., 2004). Os exames ultra-sonograficos foram realizados por um
unico operador, utilizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V;
Corometrics Medical Systems Inc., Wallingford, CT, USA) com probe linear trans-retal de
7,5 MHz, para mensuragdo dos foliculos e CLs, onde avaliou-se os padroes de crescimento
folicular e luteal, incidéncia de ondas foliculares, tamanhos foliculares ¢ luteais ¢ duracdo do

ciclo estral.

A dominancia folicular foi considerada quando um foliculo (foliculo dominante) se
destacava em tamanho dos demais foliculos (foliculos subordinados). A emergéncia da onda
foi considerada quando o futuro foliculo dominante apresentava o tamanho de 4,0 mm. A
mensuracdo dos foliculos baseou-se no didmetro que apresentavam e a dos CLs no volume
dos mesmos, desconsiderando-se o volume da cavidade, naqueles que a possuiam (Sartori et

al., 2004).

Dosagens hormonais

O sangue foi coletado, diariamente, por pun¢dao dos vasos coccigeos e acondicionado

em tubos de Vacutainer, em seguida foi refrigerado por 24 h e centrifugado a 1600 x g, por 15
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min. O soro obtido foi estocado a -20°C, para analises posteriores das concentragdes de IGF-I,

insulina, P4 e E2.

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratério de Reprodugdo Animal, do
CENARGEN / EMBRAPA. As dosagens de P4, E2 e insulina foram realizadas pela técnica
de radioimunoensaio, e para IGF-I, ensaio imunorradiométrico (IRMA). Os kits utilizados
para cada ensaio e os respectivos coeficientes de variagdo (CV) estdo descritos na tabela 2. As
dosagens de P4 foram realizadas durante o ciclo estral completo. As dosagens de E2 foram
realizadas 1 e 2 dias antes da ovulagdo que precedeu o ciclo, ou seja, Dias 0 e -1 do ciclo, e 1
e 2 dias antes da ovulacdo ao final deste ciclo estral avaliado. A dosagem de IGF-I foi
realizada no Dia 0 do ciclo estral. As dosagens de insulina foram feitas no Dia 0 do ciclo
estral, dia do inicio do protocolo de SOV e dia da primeira aplicacdo de FSH na SOV. As
dosagens de IGF-I total foram realizadas ap6s extracdo de acordo com as instrugdes presentes
no kit. Para andlise de E2, as amostras de soro sofreram dupla extracdo com éter dietilico e o

ensaio foi realizado utilizando-se kit com modifica¢des, de acordo com Kulick et al. (1999).

Tabela 2. Descri¢do dos kits utilizados e coeficientes de variacdo (CV) intra e inter-ensaio

obtidos nas dosagens hormonais realizadas.

Ensaio Kit CV intra-ensaio (%) CV inter-ensaio (%)
Progesterona  Coat-a-Count  Progesterone, 8,2 8,4
DPC-Medlab (TKPG2)
Estradiol 173 DSL-39100,  Estradiol 37 10,5 3.4
geracao RIA
Insulina Coat-a-Count Insulin, DPC- 1,9 -
Medlab (TKINSY)
IGF-I total DSL-5600 IRMA Active™ 5,8 -

Experimento 2

Superestimulacdo ovariana

Para o experimento 2, foram utilizados os mesmos animais e o sistema de manejo do

experimento 1. Apds a avaliacdo do ciclo estral completo, no experimento 1, as novilhas
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foram superovuladas com FSH seguindo o protocolo de transferéncia de embrido em tempo
fixo (figura 1): 8 inje¢des de FSH im a cada 12 horas em doses decrescentes, utilizando um
total de 133 mg de Folltropin-V (Bioniche Animal Health Canada Inc.) por animal, e PGF;,
(D-cloprostenol; Prolise; ARSA S. R. L. Buenos Aires, Argentina) na sexta e sétima
aplicagdes de FSH (proximo ao final do tratamento com FSH). Em seguida, as novilhas foram
detectadas em estro, inseminadas artificialmente e os embrides foram coletados e
classificados 7 dias apds o estro. As avaliacdes ultra-sonograficas dos ovarios foram
realizadas em dias estratégicos, conforme figura 1. Tais dias foram: DO, para visualizagdo do
estado ovariano; D4, para avaliagdo do recrutamento folicular antes da estimulagdo com FSH;
D7, para avaliacdo da resposta superestimulatoria ao FSH; D11 e D15, para avaliacao da

resposta superovulatoria.

FSH

BE g - ~

P4 PF(,34F A A Coleta
L | | l | | | | | |
| 1 1 1 1 1 1 1 1
0 4 5 6 7 8 9 11 15
us us us us us
Sg Sg Sg Sg

Figura 1. Protocolo de superovulagdo, exames ultra-sonograficos e coletas de sangue.
Legenda: 0 a 15 = dias em relagdo a aplicacdo de BE; US = exame ultra-sonografico; Sg =
coleta de sangue; BE = benzoato de estradiol; DIB = implante de progesterona; PGF =

prostaglandina F,,; FSH = hormdnio foliculo-estimulante.

Coleta e avaliacdo embrionéaria

Para a realizagdo das coletas de embrides, as novilhas foram contidas em tronco
individual e foi realizada anestesia peridural com 3,0 ml de lidocaina a 2%. Neste
experimento, foi utilizada a técnica de coleta dupla, relatada por Castro Neto et al. (2005), na
qual o baldo do catéter de Foley foi posicionado no corpo uterino justaposto ao ultimo anel
cervical e foram usados, em média, 1000 ml de Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS)
por animal. Apos a lavagem uterina, o utero foi preenchido com DPBS e o catéter mantido no
local e sua abertura lacrada com uma presilha de filtro de coleta. Em seguida, as novilhas

foram soltas e retornaram ao tronco 20 a 30 minutos depois, para a coleta do DPBS que estava
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no utero e a realizagao de um segundo lavado com um volume extra de 500 ml de DPBS. O
material recuperado do utero foi coletado em filtro de 75 pm com devida identificacdo para
cada animal e transportado para o laboratdrio, onde os embrides foram procurados e avaliados
em um estereomicroscopio (Zeiss — Stemi SV6, Holanda). Os embrides foram classificados
segundo o grau de desenvolvimento e qualidade, de acordo com o manual da International

Embryo Tansfer Society - IETS (Stringfellow & Seidel, 1999).

As varidveis avaliadas no experimento 2 foram: numero de foliculos > 3 mm de
diametro no inicio da onda folicular (momento da primeira aplicacdo de FSH do protocolo de
SOV), nuamero de foliculos > 6 mm de didmetro ao final da SOV (momento da ultima
aplicacdo de FSH), quantidade de CLs no dia da coleta de embrides, nimero ¢ porcentagem
de estruturas e de embrides vidveis, por tratamento. Os nimeros de foliculos foram avaliados

por exames ultra-sonograficos.

Andlise estatistica

Para analise estatistica, as variaveis continuas foram avaliadas pelo teste T e as
variaveis binomiais foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado. Para as varidveis com
medidas repetidas, utilizou-se a opcdo “REPEATED” do programa Statistical Analysis
System (SAS™).
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RESULTADOS

Peso corporal e escore de condi¢ao corporal

As novilhas submetidas a baixa ingestdo alimentar perderam peso (de 390 para 362
kg, sendo 1,84 kg por semana) e diminuiram o ECC (de 3,6 a 2,7), ao contrario das novilhas
do grupo A, que engordaram (de 390 para 481 kg, sendo 4,07 kg por semana) e aumentaram o
ECC (de 3,7 a 4,2). A partir da sexta semana do experimento, ou seja, duas semanas apds o
inicio do fornecimento das dietas experimentais, detectou-se diferenca entre os grupos (P <
0,05), em peso corporal. O ECC apresentou diferenga a partir da primeira semana apés o
inicio do fornecimento das dietas experimentais (P < 0,05). Ambas as diferengas aumentaram
gradativamente até o final do experimento (semana 14) (figuras 2 e 3). Foi observada uma

correlacdo positiva entre peso corporal e ECC, conforme se observa na figura 4.

480,0

—o— Baixa ingestao
460,0 | —m— Alta ingestio

Peso corporal (kg)

Semanas em relacdo ao inicio dos tratamentos

Figura 2. Peso corporal (kg) dos animais (média = EP) com baixa (n = 19) ou alta (n = 20)
ingestao alimentar ao longo do periodo experimental, com quatro semanas recebendo dieta de
manutengdo (-3 a 0) e nove semanas recebendo as dietas experimentais (1 a 9). *A partir da
segunda semana apoOs o inicio dos tratamentos, detectou-se diferenca (P < 0,05) no peso

corporal médio entre os grupos.
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Escore de condi¢ao corporal

—e— Baixa ingestao

—=— Alta ingestdo

Semanas em relago ao inicio dos tratamentos

Figura 3. Escore de condi¢ao corporal (ECC, escala de 1 a 5; média = EP) dos animais com

baixa (n = 19) ou alta (n = 20) ingestdo alimentar ao longo do periodo experimental, com

quatro semanas recebendo dieta de manutencdo (-3 a 0) e nove semanas recebendo as dietas

experimentais (1 a 9). *A partir da primeira semana apds o inicio dos tratamentos, detectou-se

diferenca (P < 0,05) no ECC médio entre os grupos.

y =10,0077x + 0,251
2

¢ ECC
= Linear (ECC)

250

300 350 400 450 500 550
Peso corporal (Kg)

Figura 4: Relacdo entre escore de condigdo corporal (ECC, escala de 1 a 5) e peso corporal

(kg) em todas as novilhas.
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Experimento 1

Ciclo estral

Trés novilhas no grupo B e duas no grupo A ndo ovularam apds a aplicagdo do

cloprostenol, e foram removidas do estudo.

Das novilhas que foram detectadas em estro apds a aplicacao de cloprostenol (n = 24),
aquelas do grupo de alta ingestdao alimentar tenderam a apresentar duragdo de estro mais curta
(P = 0,07) e apresentaram comportamento estral menos intenso, caracterizado pelo menor
nimero de montas e de aceites de montas por parte destas novilhas (P < 0,01), quando

comparadas as do grupo de baixa ingestao (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados (média £ EP) comparando novilhas com baixa (n = 10) e alta (n = 14)

ingestao alimentar em relag¢do a durag@o e ao comportamento estral.

Baixa ingestao Alta ingestao P
Duracao do estro; h 17,1 +£2,5 10,7 £2,2 0,07
Aceites de monta; n 29,8 +£5,1 89+1,9 <0,01
Montas; n 358+6,5 11,8+2,7 <0,01

Ao final do ciclo estral, o momento da lutedlise foi similar (P = 0,74) nos dois grupos
e ocorreu, em média, no dia 18,0 = 0,5. Dos 39 animais avaliados no estudo, 34 (16 do grupo
de baixa ingestao e 18 do grupo de alta ingestdo alimentar) possuiam ciclo estral normal,
caracterizado pela ovulagdo do foliculo dominante presente no dia da luteélise (Sartori et al.,
2004). Nestes animais que apresentaram ciclo estral normal, a duragdo média ou o nimero de
ondas deste ciclo ndo diferiram entre os tratamentos (tabela 4). Ao agrupar-se as informagoes
dos dois grupos, a distribui¢do de ciclos com duas, trés e quatro ondas foi de 26,5, 52,9 e
17,6%, respectivamente. Além disso, houve uma novilha no grupo de baixa ingestdo com
cinco ondas no ciclo (tabela 4). O dia da emergéncia da segunda onda folicular e a duragao
entre a emergéncia da ultima onda e a ovulagdo também ndo diferiram entre os grupos.
Entretanto, novilhas do grupo de baixa ingestao levaram 1,7 dias a mais para ovularem apoés a

lutedlise do que as de alta ingestdo (tabela 4).
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Tabela 4. Resultados [média = EP (n) ou porcentagens]| das variaveis relacionadas ao ciclo
estral em novilhas que apresentaram ciclicidade considerada normal e submetidas a baixa (n =

16) ou alta (n = 18) ingestdo alimentar.

Baixa ingestao Alta ingestao P

Dias entre ovulacoes 23,4+£1,3(16) 21,4+£0,7(18) 0,18
Dia da luteodlise 18,5+1,1 18,1 +0,5 0,75
Numero de ondas 3,1+£0,2 29+0,2 0,51
Ciclos com 2 ondas; % (n/n) 25,0 (4/16) 27,8 (5/18) 0,85
Ciclos com 3 ondas; % (n/n) 50,0 (8/16) 55,6 (10/18) 0,77
Ciclos com 4 ondas; % (n/n) 18,7 (3/16) 16,6 (3/18) 0,55
Ciclos com 5 ondas; % (n/n) 6,3 (1/16) 0,0 (0/18) 0,28
Dia da emergéncia da 2* onda folicular 9,6 £0,5(19) 9,2+0,5(20) 0,54
Dias entre emergéncia da ultima onda e a 9,7+0,6 8,5+0,5 0,16
ovulagdo

Dias entre luteolise e ovulagdo 6,9+ 0,5 (16) 52+0,3(18) 0,004

Os tamanhos maximos dos maiores foliculos subordinados da primeira e da Ultima
ondas ndo diferiram entre os grupos (tabela 5). Entretanto, novilhas do grupo de alta ingestao
tiveram foliculos dominantes e ovulatérios maiores do que as com baixa ingestdo (tabela 5,
figuras 5 e 6). A taxa de crescimento do foliculo ovulatorio (tabela 5 e figura 6) e o volume

luteal maximo também foram superiores no grupo de alta ingestdo (tabela 5, figura 7).
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Tabela 5. Resultados [média £ EP (n)] comparando novilhas submetidas a baixa ou alta

ingestdo alimentar em relagdo ao desenvolvimento folicular e luteal, durante um ciclo estral.

Baixa ingestao Alta ingestao P
Tamanho maximo do foliculo dominante 10,7+ 0,3 (19) 12,6 £0,3 (20) <0,01
da 1* onda; mm
Tamanho maximo do maior foliculo 6,4+0,3(19) 7,0 £0,3 (20) 0,16
subordinado da 1? onda; mm
Tamanho do foliculo ovulatério no 7,1£0,4 (16) 8,8+ 0,6 (18) 0,03
momento da lutedlise; mm
Tamanho méaximo dos  foliculos 11,8 £0,2 (35) 14,0+ 0,2 (38) <0,01
ovulatorios ao inicio e final do ciclo; mm
Tamanho maximo do maior foliculo 6,7+0,3 (18) 7,0£0,3 (19) 0,55
subordinado da ultima onda; mm
Taxa de crescimento do foliculo 0,90 + 0,06 (18) 1,22+ 0,05 (19) <0,01
ovulatorio; mm/d
Volume luteal maximo; mm?3 40959 +173,7(19)  5198,6 £376,0 <0,01

(20)
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Figura 5. Padrao de crescimento do foliculo dominante (diametro; mm? média = EP) da
primeira onda folicular em ambos os grupos (grupo B, n = 19 e grupo A, n = 20) até o dia 10

do ciclo. *A partir do dia 4 do ciclo estral, detectou-se diferenga (P < 0,05) entre os grupos.

—o— Baixa ingestdo

—8— Alta ingest&o

— — — — —
S = N W
L L L L |

Diametro folicular

-7 -6 -5 4 3 2 -1

Dias em relagdo a ovulagao

Figura 6. Padrao de crescimento do foliculo ovulatério (didmetro; mm?; média = EP) em
ambos os grupos (grupo B, n = 18 e grupo A, n = 19), em relagdo a ovulagdo (ovulacao em
DO0). *A partir do dia -4 em relagdo a ovulagdo, detectou-se diferenca (P < 0,05) entre os

grupos.
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Figura 7. Padrao de crescimento do CL (volume; mm?; média = EP) em ambos os grupos

(grupo B, n =19 e grupo A, n = 20), do dia 3 ao dia 14 do ciclo. *A partir do dia 6 do ciclo

estral, detectou-se diferenca (P < 0,05) entre os grupos.

Nas dosagens hormonais, com excecao da concentragdo sérica de insulina no DO do

ciclo estral, que foi mais alta no grupo de alta ingestdo, os demais hormonios circulantes nao

diferiram entre os tratamentos (tabela 6 e figura 8).

Tabela 6. Resultados [média + EP (n)] comparando novilhas submetidas a baixa ou alta

ingestdo alimentar em relag¢do as concentragdes séricas hormonais, durante o ciclo estral.

Baixa ingestao

Concentragao sérica maxima de estadiol
antes das ovulagdes (pg/ml)

Concentragao sérica de insulina no DO do
ciclo estral (uUI/ml)

Concentragao sérica de IGF-1 no DO do
ciclo estral (ng/ml)

Concentragdo sérica maxima de P4 no
ciclo estral (ng/ml)

14,3+1,5 (30)

7,9+ 1,6 (19)

588,9+ 22,5 (19)

5,2+0,6(19)

Alta ingestdo P
12,8+0,6 (29) 0,35
14,6 £1,6 (20) <0,01
569,8 + 23,2 (20) 0,56
5,6 0,4 (19) 0,50
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Figura 8. Padrao de concentragdao de progesterona (P4; ng/ml; média = EP), em ambos os

grupos (grupo B, n =19 e grupo A, n=19), do dia 3 ao dia 14 do ciclo.

Experimento 2

Apesar das novilhas submetidas a alta ingestdo alimentar apresentarem concentragdes
séricas de insulina mais altas tanto no primeiro dia do protocolo de SOV (12,7 £2,0 ¢ 3,3 +
0,9 pUl/ml; P < 0,001) quanto no ultimo dia da aplicacao de FSH (13,8 + 2,7 ¢ 4,9 = 0,9
uUl/ml; P = 0,006), em relagdo ao grupo de baixa ingestdo, as respostas superestimulatoria e
superovulatdria foram superiores nas novilhas do grupo de baixa ingestdo alimentar (tabela
7). Além disso, coletou-se um nimero maior de estruturas (embrides ou ovocitos nao
fecundados) das novilhas submetidas a baixa ingestdo. Quanto ao numero de embrides

transferiveis coletados, ndo se detectou diferenca entre os grupos (tabela 7).
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Tabela 7. Resultados [média + EP (n)] comparando novilhas submetidas a baixa ou alta

ingestdo alimentar em relagdo a resposta superovulatdria e producdo de embrides.

Baixa ingestao

Alta ingestao P

Foliculos > 3 mm no dia da primeira

aplicacdo de FSH para SOV; n

Foliculos > 6 mm no dia da ultima aplicagao

de FSH para SOV; n
Resposta superovulatéria (CLs); n

Estruturas (embrides e/ou ovocitos nao

fecundados) coletadas; n

Embrides transferiveis; n

43,6+ 6,5 (18)

48,4 7.2 (18)

33,6+ 5,8 (18)

10,5+ 1,3 (17)

57+12(17)

32,6 £5,0(20) 0,11

24,0+ 7,9 (20) 0,005

15,7+ 6,0 (20) 0,01

6,6 +2,7(20) 0,05

3,8+1,3(20) 0,17
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DISCUSSAO

As novilhas do grupo com alta ingestdo ganharam peso corporal e ECC, e as novilhas
do grupo de baixa ingestdo perderam ECC, como esperado, mas mantiveram o peso corporal,

pois se encontravam em crescimento.

Foi observado que duas novilhas entraram em anestro, sendo uma de cada grupo. A
novilha que estava em restricdo alimentar possivelmente sofreu influéncia da nutri¢do na
ciclicidade, pois segundo Imakawa et al. (1986) ¢ Richards et al. (1989), uma restrigdo
dietética prolongada resulta em término dos ciclos estrais em vacas e novilhas, além disso,
quantidades insuficientes de alimento na dieta dos animais influenciam no desenvolvimento
folicular chegando ao extremo de causar condicdo anovulatéria quando as fémeas sdo
submetidas a periodos prolongados de desnutricdo (Bossis et al., 2000; Rhodes et al., 1996).
Rhodes et al. (1996) demonstraram que a iminéncia do anestro nutricional é acompanhada por
falha na ovulacao do foliculo dominante, o que foi observado nas novilhas que entraram em

anestro.

No presente estudo, novilhas submetidas a restri¢do alimentar apresentaram duragdo
de estro mais prolongada e comportamento estral mais intenso, quando comparadas as
novilhas superalimentadas. Comportamento estral ¢ uma variavel reprodutiva sabidamente
influenciada pelo nivel de produgdo leiteira em bovinos. Por exemplo, Nebel et al. (1997)
compararam novilhas nuliparas a vacas lactantes das ragas Holandés e Jersey em relagdo as
caracteristicas de estro e observaram que as novilhas aceitaram mais montas por estro
comparadas as vacas, e tiveram maior duracdo de estro. Em um estudo que avaliou a
associacdo entre niveis de produgdo de leite e comportamento de estro, Lopez et al. (2004)
observaram menor duracdo e intensidade de estro nas vacas de maior produgdo (> 39,5
kg/dia) comparadas as de menor producdo (< 39,5 kg/dia) de leite. Essas diferencas de
comportamento estral entre categorias distintas de animais, dentro da mesma raga, parecem
estar relacionadas aos menores niveis circulantes de E2 em vacas lactantes comparadas as
novilhas (Sartori et al., 2002a; 2004) e menor E2 em vacas de maior producdo de leite
comparado a vacas de menor produtividade, como demonstrado por Lopez et al. (2004). No
presente estudo, interessantemente, detectou-se uma diferenga substancial no comportamento
estral entre os grupos experimentais, apesar de ndo ter-se detectado diferenca no pico pré-

ovulatério de E2. Especula-se que, devido a um possivel maior metabolismo dos hormonios
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esterdides nas novilhas com alta ingestao, tenha havido uma menor sensibilizagdo do sistema

nervoso ao E2 e conseqiiente menor expressao de estro.

A fase luteal age como determinante principal do niimero de ondas foliculares
(Ginther et al., 1989; Taylor & Rajamahendran, 1991; Figueiredo et al., 1997), o que condiz
com o encontrado no trabalho atual, onde nao foram detectadas diferencas na duragdo da fase

luteal, no nimero de ondas e no intervalo de ovulagdes entre os grupos experimentais.

A restrigdo na dieta, segundo Murphy et al. (1991), diminuiu a persisténcia ¢ o
tamanho méaximo do foliculo dominante e tendeu a aumentar a incidéncia de ciclos de trés
ondas foliculares em novilhas ciclicas. Por outro lado, a maioria das novilhas
superalimentadas apresentou duas ondas foliculares no ciclo estral. Estes dados contrastam,
de certa forma, com os resultados do presente experimento, onde foi constatado que em
novilhas com baixa ingestdo alimentar, apesar de terem apresentado menor tamanho maximo
do foliculo dominante, sua persisténcia e a incidéncia de ciclos com trés ondas foliculares nao
diferiram do grupo com alta ingestdo. Além disso, o grupo de alta ingestdo alimentar
apresentou uma maior taxa de crescimento do foliculo ovulatério e menor tempo entre a
lutedlise e a ovulagdo, que podem estar relacionados as maiores concentragdes circulantes de
insulina observadas neste grupo, uma vez que ¢ sabido que a insulina estimula a proliferagao

das células da granulosa, estando portanto diretamente relacionada ao crescimento folicular.

O menor didmetro do foliculo dominante encontrado em novilhas com restri¢ao
alimentar, comparadas as novilhas com alta ingestdo de alimento, confirmou os dados de
Murphy et al. (1991) e Sartori et al. (2002a, 2004) e pode ser devido a producdo de E2
insuficiente para causar a cascata luteolitica ou para induzir o pico de GnRH/LH e
conseqiiente ovulagdo. Outra possibilidade seria que fémeas submetidas a restri¢do alimentar
teriam pulsatilidade reduzida de LH (Richards et al., 1989; Bossis et al., 1999; Bossis et al.,
2000) com conseqiiente menor estimulo para crescimento do foliculo dominante. Além disso,
a menor taxa de crescimento do foliculo ovulatério nessas novilhas pode explicar o maior
periodo entre a lutedlise e a ovulagdo, pois o foliculo dominante levaria mais tempo para

produzir concentragdo de E2 suficiente para desencadear a ovulagdo.

O maior volume luteal esta relacionado ao maior tamanho do foliculo ovulatério,
como observado por Vasconcelos et al. (1999) e Sartori et al. (2002a). Este achado também
ocorreu no presente estudo, no qual novilhas que apresentaram maior foliculo ovulatorio (alta

ingestdo alimentar) também apresentaram maior volume luteal.
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Apesar de ovularem foliculos maiores e terem tido maior volume luteal, as novilhas
com alta ingestdo tiveram concentragdes séricas de E2 e P4 similares ao grupo de baixa
ingestdo. Fato semelhante foi observado por Sartori et al. (2002a) ao compararem vacas
holandesas lactantes a vacas ndo lactantes, com menor ingestdo alimentar. A ovulagdo de
foliculos maiores e conseqiiente formagdao de CLs mais volumosos pode ter ocorrido em
fun¢do da elevada ingestao de MS, promovendo maior metabolismo dos hormonios esterdides
(Parr et al., 1993a, b; Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos et al., 2003), acarretando maior

“clearance” hepatico, o que resulta em menor concentragdo sangiiinea desses hormonios.

As maiores concentragoes séricas de insulina detectadas no Dia 0 do ciclo estral, dia
do inicio do protocolo de SOV e no dia da primeira aplicagdo de FSH na SOV nos animais
submetidos a alta ingestdo alimentar coincidem com relatos anteriores (Gutierrez et al.,
1997b; Armstrong et al., 2001; Gong et al., 2002). Entretanto, a auséncia de diferenca nas
concentragdes séricas de IGF-I total entre os grupos no presente estudo pode ser considerada
como um achado inesperado, uma vez que mudancas no nivel de insulina relacionam-se
estreitamente a mudancas em IGF-I sérico (O’Callaghan & Boland, 1999). Além disso,
segundo outros trabalhos (Houseknecht et al., 1988; O’Callaghan & Boland, 1999; Armstrong
et al., 2001; Gong et al., 2002), as concentragdes sangiiineas de IGF-I em bovinos sdo

positivamente influenciadas pelo nivel nutricional dos animais.

A menor populagdo folicular ao inicio do protocolo de SOV e a resposta
superovulatéria e producao embriondria inferiores nas novilhas com alta ingestao contradizem
relatos de outros estudos que observaram aumento no recrutamento de pequenos foliculos
durante a primeira onda folicular do ciclo estral associado ao aumento na dieta (Gutierrez et
al., 1997a,b; Gong et al., 2002). Além disso, Downing & Scaramuzzi (1991) constataram que
ovelhas recebendo aumento agudo na dieta (flushing) tiveram maior niimero de foliculos
presentes no ovario ¢ maior taxa de ovulagdo. Por outro lado, estes resultados, aparentemente
contraditorios, concordam com relatos de um grande numero de estudos que detectou efeito
contrario da alta ingestdo alimentar na populacdo folicular e niimero de ovulagdes em
ruminantes superovulados (Mantovani et al., 1993; Nolan et al., 1998; Yaakub et al., 1999;
Wrenzycki et al., 2000; Siddiqui et al., 2002; Lozano et al., 2003).

Quanto a qualidade embrionaria, esperava-se que novilhas com alta ingestdo
produzissem embrides de qualidade inferior, quando comparadas ao grupo com menor
ingestdo de MS, uma vez que o fornecimento de alta quantidade de alimento acarreta em

reducdo da qualidade embrionaria em novilhas superovuladas (O'Callaghan & Boland, 1999;
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Yaakub et al., 1999). Entretanto, o trabalho atual nao detectou diferenca entre os grupos,
apesar de haver indicio de maior producdo de embrides vidveis nas novilhas com baixa
ingestdo, o que poderia ser constatado em experimentos com nimero maior de unidades

experimentais.
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CONCLUSOES

Nas condi¢des do presente experimento, conclui-se que alteracdes na quantidade de
MS/energia ingerida, por novilhas da raca Nelore, podem alterar padrdoes metabodlicos e
fungdo reprodutiva, levando a mudangas na dinamica de crescimentos folicular e luteal
ovarianos.

Nao houve efeito detectavel dos diferentes niveis de ingestdo alimentar nos padroes de
ondas foliculares e na duracdo do ciclo estral.

As alteragdes hormonais e/ou metabolicas causadas pela mudanga na quantidade de
MS/energia ingerida podem também afetar a resposta a SOV, refletida pela variagdo no
numero de foliculos estimulados e ovulados, além da alteragdo no niimero de embrides

produzidos, a depender do nivel nutricional a que estdo submetidos os animais.
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