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RESUMO

EFEITO DE PLANOS ALIMENTARES NO CRESCIMENTO DE NOVILHAS
NELORE PRE-PUBERES E NA PRODUCAO DE OVOCITOS E EMBRIOES IN
VITRO

Ricardo Braz de Toledo?, Ivo Pivato!, Carlos Frederico Martins?
lUniversidade de Brasilia; 2Embrapa Cerrados

No presente experimento objetivou-se superar de forma estratégica, os obstaculos para
producdo in vitro de embrides, a partir de material genético superior de bezerras e novilhas
pré-puberes. Foram utilizadas 33 bezerras nelore pré-puberes, separadas e manejadas em 2
planos alimentares diferentes (PN1 e PN2) com ganhos de peso projetados de 400g/dia e
800g/dia, respectivamente. Com relagdo aos parametros de desenvolvimento corporal foram
observados area de olho de lombo (AOL) de 50,16 mm?+2,13 no plano alimentar 1 (PN1) e
48,78 mmz+2,25 no plano alimentar 2 (PN2) (P=0,075), espessura de gordura subcutanea
(EGS) de 3,11 mm=0,48 em PN1 e 3,70 mmz0,59 em PN2 (P=0,013), espessura de gordura
subcutanea na garupa (EGSP8) com 4,12 mmz=0,99 para PN1 e 5,23 mm+0,56 para PN2
(P=0,001), altura de cernelha (ACN) de 133,23 cm%2,69 em PN1 e 137,0 cm£9,44 em PN2
(P=0,197), e por fim profundidade de torax (PFT) de 55,23 cm+3,38 para PN1 e 58,31+2,38
cm para PN2 (P=0,009). Foram verificados numero de foliculos ovarianos em PN1 de
150,43+£19,60 e 170,57+22,86 em PN2 (P=0,516), nimero de ovocitos recuperados de
87,33+25,73 em PN1 e 129,17+35,18 em PN2 (P=0,043), nimero de ovdcitos viaveis por
fémea jovem foi superior para PN2 (P=0,025), apesar do nimero ovdcitos ndo fecundaveis
(G4) ser superior para o tratamento PN2 (P=0,008). Quanto a quantidade de embrides
produzidos, constatou-se que PN1 produziu 3,29+1,14 embribes por animal e PN2 4,71+1,76
(P=0,169); em numero de embribes produzidos por OPU, PN1 apresentou 16,66+12,50 e PN2
26,50+15,80 (P=0,259), a taxa de clivagem em PN1 foi de 77,7%, em PN2 foi de 75,0% e em
controle FIV foi de 83,2% (P=0,162), a taxa de blastocistos em D7 em PN1 foi de 21,4%, em
PN2 foi de 25,1% e em controle FIV foi de 35,6% (P=0,02). Foi observado que os planos
nutricionais foram benéficos ao desenvolvimento corporal, taxas de recuperacao de ovécitos e
producdo de embrides, onde PN2 obteve valores semelhantes ao obtido com ovérios de vacas
adultas de abatedouros, e foi superior aos dados de literatura para animais de idade
semelhante.

Palavras chaves: 1. Bovinos; 2. Embrides; 3. Fecundacéo in vitro; 4. Novilhas nelore pré-

puberes; 5. Nutrigdo.
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ABSTRACT

EFFECT OF NUTRITION PLANS ON THE GROWTH OF PREPUBERAL NELORE
HEIFERS AND ON IN IN VITRO OOCYTE AND EMBRYO PRODUCTION

Ricardo Braz de Toledo?, Ivo Pivato!, Carlos Frederico Martins?
1Universidade de Brasilia; 2Embrapa Cerrados

In this sense, the present experiment aimed to strategically overcome the obstacles for in vitro
embryo production from superior genetic material from calves and prepubertal heifers. Thirty-
three prepubertal Nelore heifers were used, separated and managed in 2 different feeding
plans (FP1 and FP2) with projected weight gains of 400g/day and 800g/day, respectively.
Regarding the parameters of body development, rib-eye area got value of 50.16mm?2+2.13 in
feeding plan 1 (FP1) and 48.78 mm?2+2.25 in feeding plan 2 (FP2) (P=0.075), subcutaneous
fat thickness of 3.11 mm+0.48 in FP1 and 3.70 mmz0.59 in FP2 (P=0.013), subcutaneous
rump fat thickness with 4.12 mm=0.99 for FP1 and 5.23 mmz0.56 for FP2 (P=0.001), height
of withers of 133.23 cm+2.69 in FP1 and 137.0 cm+9.44 in FP2 (P=0.197), and finally chest
depth of 55.23 cm+3.38 for FP1 and 58.31 cm+2.38 for FP2 (P=0.009). The number of
ovarian follicle ins PN1 was 150.43£19.60 and 170.57+22.86 in PN2 (P=0.516), number of
recovered oocytes of 87.33+25.73 in PN1 and 129.17+35.18 in PN2 (P=0.043), the number of
viable oocytes per young female was higher for PN2 (P=0.025), despite the number of non-
fertilized oocytes (G4) being higher for the PN2 treatment (P=0.008). Regarding the amount
of embryos produced, it was found that PN1 produced 3.294+1.14 embryos per animal and
PN2 4.71+1.76 (P=0.169); in number of embryos produced by OPU, PN1 presented
16.66+12.50 and PN2 26.50£15.80 (P=0.259), the cleavage rate in PN1 was 77.7%, in PN2 it
was 75.0% and in control IVF it was 83.2% (P=0,162), the rate of blastocysts in D7 in PN1
was 21.4%, in PN2 it was 25.1% and in control IVF it was 35.6% (P=0,02). It was observed
that nutritional plans were beneficial to body development, oocyte recovery rates and embryo
production, where PN2 obtained values similar to those obtained with ovaries of adult cows

from slaughterhouses, and was superior to literature data for animals of similar age.

Keywords: 1. Cattle; 2. Embryos; 3. In vitro fertilization; 4. Prepubertal Nelore Heifers; 5.

Nutrition.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de biotécnicas de reproducdo animal, como inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF) e producdo in vitro de embrides (PIVE) sdo estratégias
fundamentais para a producdo em larga escala de carne e leite (Baruselli, 2016). O Brasil
ocupa atualmente lugar de destaque no fornecimento de carne, sendo responsavel por mais de
26% da exportagdo mundial em 2020 (ABIEC, 2021).

O uso da biotecnologia reprodutiva ganhou destaque na produgdo comercial
com a busca do melhoramento genético e eficiéncia reprodutiva nos rebanhos de corte.
Embora a inseminacéo artificial seja uma biotecnologia reprodutiva antiga e de impacto na
bovinocultura de corte (Reichenbach et al., 2008), percentualmente ndo é representativa, e
estima-se que de 72,5 milhdes de fémeas bovinas em idade reprodutiva presentes no rebanho
brasileiro (vacas e novilhas; ANUALPEC, 2018), apenas 13,1% sdo inseminadas
artificialmente, sendo 86,3% das inseminagOes realizadas em tempo fixo (13,3 milhGes de
IATF) (Baruselli et. al., 2019). O surgimento da inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)
tem impactado positivamente o comercio de sémen no pais, e consequentemente ampliado a
adocdo desta tecnologia, pois permite a inseminacdo das vacas no comeco da estacdo de
monta independente do seu estado ciclico, diminuindo o desperdicio de sémen, material e mao
de obra. O protocolo hormonal de sincronizacéo elimina a necessidade de deteccdo do estro e
aumenta a proporc¢do de vacas prenhas no final da estacdo de monta, aumentando o niamero de
bezerros nascidos. Apesar de ser a principal biotécnica usada na multiplicacdo de rebanhos de
corte e leite, a velocidade dos ganhos genéticos ainda € menor quando comparada com a
tecnologia de producdo de embrides in vitro.

A PIVE ¢é atualmente um procedimento de enorme importancia tanto na clinica
reprodutiva humana quanto na producdo animal. Na area animal, em 2017 a producao
mundial de embrides bovinos in vitro superou a producdo in vivo (por superovulacdo),
tornando-se a biotecnologia reprodutiva mais importante, depois da inseminacdo artificial,
para 0 melhoramento genético (Viana, 2018). O Brasil é o segundo maior produtor mundial
de embriBes bovinos pela técnica de fecundagdo in vitro (Viana et al., 2017) e em larga escala

teve um enorme impacto na evolucdo genética dos rebanhos. Estima-se que cerca de 20% dos



animais nascidos e registrados (RGN) na Associacdo Brasileira dos Criadores de Zebu
(ABC2Z) foi associado ao uso de tecnologias de producdo de embrides (Viana et al., 2017).

A utilizacdo dos embrides in vitro na pecuéria tem sido o aspecto mais
promissor dos anos recentes, depois dos avangos trazidos pelo controle farmacoldgico do
ciclo estral e da ovulagdo. A producdo de embribes pela fecundagéo in vitro (FIV) contribui
decisivamente para uma maior eficiéncia reprodutiva, e se destaca por ser um instrumento de
multiplicacdo répida do material genético melhorado existente, encurtando o intervalo de
geracdes e intensificando a selecdo, além da maior eficiéncia no controle da taxa de
endogamia, 0 que oferece vantagens substanciais na taxa de melhoramento genético.

A viabilidade do uso comercial da PIVE foi diretamente associada ao
desenvolvimento da aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (ovum pick-up-OPU). Esta
técnica possibilita a coleta de ovocitos sem a necessidade de uma abordagem cirdrgica ou
laparoscopica (Kruip et al., 1994, Santl et al.,1998), reduzindo o0s potenciais riscos e sequelas
para as doadoras. A OPU pode ser realizada em intervalos t&o curtos quanto 3 a 4 dias, e em
animais pré-puberes (Majerus et al., 1999), potencializando o nUmero de embrides produzidos
por doadora em um mesmo intervalo de tempo. Na Embrapa, a pesquisa com producdo de
embrides de animais pré-puberes comegou a ser desenvolvida no final da década de 1990.
Contudo, uma série de entraves técnicos limitava a viabilidade econdmica e,
consequentemente, a adocdo de animais pré-puberes como doadoras para a produgéo in vitro
de embrides (PIVE). Este cenario, contudo, vem mudando rapidamente, em funcdo nao
apenas do aumento na eficiéncia da PIVE, mas principalmente pelos avancos nos
equipamentos para aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia e no campo da gendmica.

A multiplicacdo de bezerras e novilhas pré-plaberes superiores tem sido
permitida, pois hoje ja é possivel estabelecer o valor gendmico destas categorias, ou seja,
identificar animais melhoradores antes mesmo que estas atinjam a vida adulta e entrem em
fase reprodutiva. A avaliacdo genbmica permite a identificacdo de animais geneticamente
superiores logo ap0s 0 seu nascimento para direciona-los para testes de progénie ou mesmo
para programas de producdo in vitro de embribes (Batista et al., 2015). Essa inovacao
tecnoldgica acelera e aumenta a confiabilidade da selecdo genética tradicional baseada na
expressdo fenotipica, principalmente quando sdo aplicadas em animais jovens (Coutinho et
al., 2010).

A producéo de embrides de bezerras identificadas precocemente como animais
geneticamente superiores tem um enorme potencial para os programas de melhoramento

genético, tanto em racas leiteiras como de corte. A técnica reduz ainda mais o intervalo entre
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as geragOes e acelera 0 ganho genético dos rebanhos, contribuindo para aumentar a eficiéncia
e sustentabilidade dos sistemas de producdo de leite e carne. O impacto é ainda mais
significativo para as racas zebuinas, que sdo a base da maior parte do rebanho brasileiro, e que
tem puberdade mais tardia em relacdo aos taurinos. Os beneficios potenciais desta estratégia
tém sido percebidos pelo setor produtivo, que reconheceu os ganhos potenciais e vem sendo
demandado o desenvolvimento da técnica. No entanto, essa categoria animal apresenta
gametas com baixa competéncia para o desenvolvimento de blastocistos (Camargo et al.,
2005; Zaraza et al., 2010; Guerreiro, 2015).

Programas de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) também podem ser
aplicados nesta categoria, para auxiliar na antecipacdo da puberdade, porém os resultados
ainda necessitam evoluir, especialmente nos animais zebuinos. Segundo Carvalho et al.
(2008) novilhas zebuinas apresentaram comprometimento na taxa de crescimento do foliculo
dominante e menor taxa de ovulacdo que as novilhas taurinas. Assim, levantou-se a hipdtese
de que novilhas Bos indicus sdo mais sensiveis aos niveis circulantes de progesterona (P4)
liberados por dispositivos intravaginais utilizados nos protocolos para IATF. Ainda, foi
verificado que as fémeas Bos indicus apresentaram menor taxa de crescimento, menor
didmetro maximo do foliculo dominante e menor taxa de ovulagdo que as Bos taurus.

Segundo Freitas et al. (2015), o desenvolvimento corporal apresenta relagdo
positiva com a ciclicidade de novilhas nelore precoces. Para que as bezerras possam atingir o
maior peso no momento da aspiracdo folicular e producéo de embrides, bem como as novilhas
sobreano na inseminacdo artificial, estratégias nutricionais sao extremamente importantes.
Considerando gue o peso e a condicéo corporal das novilhas sdo fundamentais para o inicio da
reproducdo, estratégias nutricionais associadas a selecdo de animais superiores, protocolos de
estimulacdo hormonal e programas de IATF especificos para novilhas foram utilizados neste
experimento, visando reduzir a idade ao primeiro parto e aumentar as taxas de prenhezes,
garantindo antecipacdo no abate e consequente melhoria dos ganhos econdémicos na atividade
pecuaria.

Diante do exposto, nesse trabalho objetivou-se estudar o uso da suplementacéo
alimentar para melhorar producdo e competéncia de ovocitos recuperados por OPU, assim
como a producdo de embribes produzidos in vitro a partir de material genético superior de

bezerras e novilhas pré-puberes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da antecipagdo da reproducédo em fémeas Nelore

O Brasil possui cerca de 214,8 milhdes de bovinos (IBGE, 2019), sendo o
Nelore a principal raga de corte criada no Brasil, representando cerca de 80% do rebanho
total. Um dos fatores que mais limitam o bom desempenho na pecuéria de corte séo os indices
reprodutivos (Pessuti e Mezzadri, 2004).

Segundo Araujo et al. (2019), a precocidade sexual tem sido um dos principais
objetivos a se alcancgar na pecuaria moderna, visto que dentre seus beneficios estdo: reducéo
da idade ao primeiro parto, reducdo do intervalo de geracgdes, reducdo da idade de abate,
diminuicdo do custo do animal na propriedade, dentre outros beneficios. Fatores como
heranca genética, fatores de ambiente, nutricdo e a presenca de machos, estdo associados a
inducédo de puberdade em novilhas.

Fémeas taurinas atingem a puberdade com média de 10 a 15 meses de idade,
enquanto as fémeas zebuinas atingem entre 16 e 40 meses (Hafez & Hafez, 2004). As
novilhas, entdo, passam a ser a categoria animal que mais limita o retorno econémico, devido
a idade ao primeiro parto ser um dos fatores que determinam a eficiéncia reprodutiva do
animal, impactando assim no custo de manutencdo das novilhas zebuinas (Baruselli et al.,
2014).

Segundo Rocha & Lobato (2002), o produtor que deseja emprenhar suas
novilhas com cerca de 1 ano de idade para que elas possam ter seu primeiro parto por volta de
2 anos, deve tomar algumas medidas relacionadas ao manejo, nutricdo e selecdo genética,
dentre outras, para que possa atingir este objetivo.

Através da andlise de animais da raca Nelore, Mercadante et al. (2003)
reportaram diferenca entre a concep¢do média total do rebanho e a reconcepcao de novilhas
primiparas igual a 20%. Entdo, incrementos nas taxas de reconcepcao de novilhas podem
levar a melhor eficiéncia econdmica na pecuaria de corte.

Desta maneira, existe uma constante procura por técnicas que permitam a

melhora dos indices de eficiéncia reprodutiva da fémea Nelore (Araujo et al., 2018).
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2.2. Fisiologia reprodutiva de fémeas pré-puberes

O inicio da puberdade é definido como a primeira demonstracao de estro e
ovulacdo, seguido por uma fase luteinica de duragdo normal. Esta € a primeira oportunidade
de uma novilha conceber (Atkins et al., 2013; Perry, 2016).

Embora exista dependéncia de uma idade minima relacionada também ao
ganho de peso para se iniciar a reproducdo de uma fémea, outros pontos como fatores
genéticos e ambientais, estdo diretamente relacionados a idade de inicio da sua puberdade
(Patterson et al., 1992).

Para que as bezerras no periodo pos-natal ndo ativem seu sistema reprodutivo,
mecanismos enddcrinos sao modificados. Isto ocorre para que o desenvolvimento do animal
seja compativel com as condigdes necessarias para reproducdo (atingir cerca de 65% a 70%
do peso adulto) e entdo ocorra a sinalizagdo de que o gasto de energia necessario para o
crescimento e desenvolvimento da fémea ja ndo s&o prioridades para seu organismo,
permitindo entdo que os nutrientes sejam, em parte, direcionados para gestacdo, parto e
lactacdo (Semmelmann et al., 2001).

O inicio da vida reprodutiva mais precoce e uma idade ao primeiro parto menor
contribuem para um melhor desempenho reprodutivo do rebanho, desde que dentro dos
limites fisioldégicos dos animais para ndo prejudicar seu desempenho futuro, e a atividade
ovariana num curto periodo pds-parto (Borges et al., 2009).

Segundo Patterson et al. (1992), nos mamiferos, o ultimo sistema a ser ativado,
€ o sistema reprodutivo. Apesar de, logo apds a formacdo da gbnada ser iniciado o
crescimento folicular, e com ele a producdo de esteroides, entretanto a ovulacdo ndo ocorre
até o inicio da puberdade.

Freitas (2005) cita alguns parametros que caracterizam a precocidade sexual,
entre eles: aumento antecipado de pulsos de horménio luteinizante (LH), didmetro de
foliculos dominantes, concentracdes de estradiol e duracdo de ondas foliculares no periodo
pré-pubere. Sendo assim, a introducdo de métodos que avaliem o grau de maturidade sexual

de novilhas, podem impactar nas taxas de concepcao.
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2.3. Competéncia ovocitéria para reproducéo assistida

A eficiéncia de todo o processo de maturacédo in vitro (MIV), fecundacdo dos
ovacitos e desenvolvimento dos embribes ainda ndo atinge indices satisfatorios. Quando se
compara 0 numero de gestacGes provenientes de embrides in vitro e os produzidos in vivo,
nota-se que sua eficiéncia ainda é baixa, visto que apds os processos de MIV, fecundacao in
vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), apenas 30 a 40% destes se desenvolvem em blastocistos
(Sirard et al., 2006).

A qualidade ovocitéaria é o fator de maior influéncia nas taxas de blastocistos,
sendo determinante para obter melhores resultados na producdo in vitro de embrides (PIVE)
(Rizos et al., 2005). Alguns fatores tém influéncia direta na qualidade dos ovdcitos e
consequentemente na formacao de blastocistos, como o estado fisioldgico e reprodutivo da
doadora, tamanho dos foliculos e integridade das células do cumulus (Maillo et al., 2012).

Segundo Gottardi & Mingoti (2009), conhecer todos os fatores que regulam o
crescimento ovocitario e de suas células foliculares, € de extrema importancia para o
entendimento do desenvolvimento folicular e da fisiologia, para que se obtenha sucesso na
producdo in vitro de embrides. E crucial se conhecer todos os mecanismos envolvidos na
maturacdo dos ovocitos, para que se obtenha embrides em quantidade e qualidade (Van Den
Hurk & Zhao, 2005).

Segundo Wit et al. (2000), na producdo in vivo de embrides, em um momento
especifico do ciclo estral da fémea, o ovdcito é doado por um foliculo saudavel. Quando
falamos na producéo in vitro, isto ndo ocorre, visto que no processo de ovum pick up (OPU)
0s ovocitos sdo obtidos de foliculos em diferentes momentos de seu desenvolvimento e em
fases diferentes do ciclo estral, logo eles estdo expostos a diferentes concentracdes de LH,
horménio foliculo estimulante (FSH) e progesterona, e estas condi¢bes influenciam na

competéncia ovocitaria para o correto desenvolvimento in vitro.

2.4. Estratégias de suplementacdo alimentar para antecipacdo da

reproducdo de fémeas de corte

Segundo Robinson et al. (2006) o fornecimento de nutrientes especificos para

0S ruminantes, sdo necessarios para 0s processos de desenvolvimento folicular, ovulacéo,
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maturacdo ovocitéria, fertilizacdo, sobrevivéncia embrionaria e manutencdo da gestacao; e,
indiretamente, regulando a concentracdo de horménios necessarios.

Para que se atinja um desempenho reprodutivo eficiente, € de grande
importancia que ocorra um balanceamento e consumo adequado de energia, proteinas,
vitaminas e minerais (Pires, 2011).

Na nutricdo, a energia é o principal determinante na eficiéncia reprodutiva
animal, embora minerais, vitaminas e proteinas também sejam essenciais. Funcgdes
reprodutivas como ciclicidade estral e inicio de gestacdo, sdo de baixa prioridade quanto a
particdo dos nutrientes, e sé quando a demanda necessaria para manutencdo, crescimento e
reserva forem supridas, que as fungdes reprodutivas sao ativadas (Chaves et al., 2011).

Um dos efeitos da restricdo alimentar nas fémeas € a supressdo da pulsatilidade
de hormodnio luteinizante (LH), este necessario para que ocorra o crescimento folicular
ovariano até 0 momento pré-ovulatorio. Além de suprimir o LH, a restricdo de nutriente tem
também um efeito negativo quanto as concentracGes do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), que leva a uma menor producéo de estradiol (E2), levando a ndo ovulagédo
(Yelich et al., 1996).

Segundo Webb et al. (2004) dentre os fatores envolvidos nos processos
reprodutivos, devem-se destacar as a¢es da glicose, IGF-1 e insulina, cujas variacdes de
concentracdes sanguineas variam de acordo com o nivel nutricional e fisioldgico do animal.
Como apresentado por Sartori et al. (2007) e Santos et al. (2008) resultados positivos foram
obtidos na populacdo folicular e nimero de ovulacGes, através da alta ingestdo alimentar
associada com altas concentracdes circulantes de IGF-1 e insulina.

Segundo Bagley (1993), novilhas de reposicdo devem ser desmamadas com o
maior peso possivel, visto que uma fémea de raca de corte necessita ter cerca de 60% a 65%
do seu peso adulto para entrar na puberdade. Foi demonstrado que novilhas pré-puberes que
tiveram um bom nivel de ganho de peso p6s desmama, tiveram aumento pulsatil de LH e sua
puberdade antecipada.

Pesquisas mais recentes mostram uma certa flexibilidade quanto a maneira
como estes animais atingem o peso desejado. Estudos tém indicado gque o investimento para
novilhas atingirem cerca de 50 a 57% do seu peso adulto no inicio da estacdo de monta, pode
ser economicamente viavel (Martin et al., 2008; Endecott et al., 2013).

Estudos conduzidos por Thallman et al. (1999) avaliando diferentes ragas, as
novilhas, observaram que chegaram a puberdade com cerca de 405 dias (13,5 meses) e média

de 341kg de peso vivo. Gasser (2013) postula que o ideal seria obter um ganho de peso
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adequado, que resulte em alta eficiéncia reprodutiva na primeira cobertura com cerca de 13 a
15 meses de idade, onde a maioria das novilhas atinjam sua puberdade cerca de 30-45 dias
antes do inicio da estacdo reprodutiva. Ferrell (1982) evidenciou que com 0 aumento no
ganho de peso pds desmama, a maturidade sexual é atingida em idade reduzida. Estes estudos
mostram que além de outros fatores, o ganho de peso no periodo pos desmama € de extrema
importancia e influéncia na idade que o animal atinge a puberdade (Patterson et al., 1992).

Gasser et al. (2006) desenvolveram trabalhos correlacionando efeitos genéticos
e nutricionais com a puberdade precoce de novilhas Bos taurus taurus. Estas foram
suplementadas com dietas de alto teor de concentrado desde a desmama, apresentando uma
taxa média de puberdade precoce de 84% com cerca de 7,8 meses de idade, ja& no grupo
controle a taxa de puberdade foi de 19% aos 11,6 meses de idade. Segundo Nogueira (2004) e
Nepomuceno (2017), em fémeas Bos taurus indicus, a puberdade precoce foi atingida
somente com 14 meses de idade com suplementacgéo energética.

Em estudos conduzidos por Pacola et al. (1993), avaliando o efeito da
suplementacdo alimentar nas fases pré e pos-desmama em fémeas Nelore, o concentrado do
creep-feeding foi composto por 80% de milho e 20% de farelo de algoddo, com consumo
médio de 0,328 kg/cab./dia. Na fase pds desmama os animais receberam diariamente 9,9kg de
silagem de milho e 0,69kg de farelo de algodao. Foi entdo evidenciado que o grupo de fémeas
suplementadas nos periodos pré e também pds-desmama foram superiores as demais
(suplementadas somente na pré-desmama, somente no pos-desmama, e sem suplementacao)
aos 210 dias (diferenca de 13,7kg/cab.), 390 dias (11,4kg/cab.) e aos 550 dias (9,7kg/cab.).
Foi verificado também, que nestes grupos avaliados, o efeito da suplementacdo pré-desmama
foi mais significativo do que no periodo pds-desmama, onde a diferenca do ganho de peso foi

maior entre 0s grupos no periodo pré-desmama.

2.5. Importancia das Analises Gendmicas Associadas a FIV e IATF

No balanco econdmico da producdo de bovinos de corte no Brasil, as
caracteristicas reprodutivas sdo de extrema importancia (Brumatti et al., 2011), porém ndo sao
amplamente utilizadas pelos programas de melhoramento genético devido a alguns fatores,
como a baixa herdabilidade das caracteristicas de fertilidade e pela dificuldade de mensuracao

e interpretacdo de algumas delas (Silva et al., 2003; Boligon et al., 2007).
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Dentre as caracteristicas reprodutivas que caracterizam fertilidade que séo
utilizadas pelos programas de melhoramento genético, esta a idade ao primeiro parto, devido a
sua facil mensuragdo e por marcar o inicio da vida reprodutiva das novilhas (Baldi et al.,
2008).

Dias et al. (2004) afirmam que na selecdo para idade ao primeiro parto, as
novilhas devem ser desafiadas precocemente, mas é importante que seja dado o manejo
adequado para tal desafio, para que a fémea tenha condicdo de expressar suas caracteristicas
de fertilidade.

Desta maneira, faz-se necessaria a avaliacdo genética de um ndmero muito
grande de animais para que se atinja um nivel satisfatorio de acurécia. Entdo, a avaliacdo
gendmica vem como uma alternativa para selecdo de caracteristicas reprodutivas, permitindo
um aumento da acuracia das informacdes e diminuicdo do intervalo de geracdes através da
incluséo da informacdo genotipica nos modelos de avaliacéo (Snelling et al., 2012).

Segundo Fortes et al. (2013) a natureza poligénica de caracteristicas
reprodutivas estd associada com importantes regides gendmicas de 30 cromossomos. No
trabalho, os autores destacaram regides nos cromossomos 1, 5, 14 e 16, para caracteristicas
reprodutivas em fémeas, como taxa de prenhez, taxa de ovulagéo, prenhez em novilhas, dentre
outras caracteristicas importantes. Para Burns et al. (2010), as caracteristicas de idade a
puberdade e idade ao primeiro parto seriam de principal influéncia na vida reprodutiva de

fémeas.

3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar se a utilizacdo de suplementacdo alimentar, poderia antecipar a
reproducdo de fémeas pré-puberes de corte da raca Nelore de alto mérito genético por
meio do desenvolvimento de ferramentas de reproducdo assistida e planos nutricionais.

3.2. Objetivos Especificos

Estabelecer um processo de suplementagdo nutricional para preparagdo de

novilhas pré-puberes e melhorar a producéo de embribes por fecundacédo in vitro. Avaliar o
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crescimento das novilhas através da mensuracdo do ganho de peso, altura de cernelha e
profundidade de costelas, avaliar a quantidade e qualidade de ovocitos e embries produzidos
em resposta aos planos nutricionais adotados.
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5. CAPITULO 2 — Artigo

EFEITO DE PLANOS ALIMENTARES NO CRESCIMENTO DE NOVILHAS
NELORE PRE-PUBERES E NA PRODUCAO DE OVOCITOS E EMBRIOES IN
VITRO

5.1. RESUMO

A eficiéncia reprodutiva do rebanho tem importante impacto econémico na pecuaria de corte.
Dentre as possibilidades para sua otimizacdo, o manejo nutricional € um dos mais
importantes. Com isto, objetivou-se com este trabalho avaliar dois diferentes planos
nutricionais (PN) em bezerras e novilhas pré-puberes da raca Nelore, como estratégia para
melhorar os parametros de desenvolvimento corporal, indices de recuperacdo ovocitaria e
producdo de embrides através da sua producdo in vitro. Foram utilizadas 33 bezerras Nelore
pré-paberes, divididas em 2 grupos e suplementadas durante 5,5 meses, na fazenda da
Embrapa Cerrados localizada em Planaltina-DF. Dentre os parametros avaliados quanto ao
desenvolvimento corporal, ao final de todas as pesagens, foi observada diferenca estatistica
quanto ao peso final médio dos grupos, evidenciado por Dif Pi-Pf (diferenca peso inicial e
peso final) entre PN1 e PN2 com valores 120,71+13,81kg e 135,88+18,55kg (P=0,0133)
respectivamente. Area de olho de lombo (AOL) e altura de cernelha (ACN) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas. Espessura de gordura subcutanea (EGS) apresentou
3,11+0,48mm para PN1 e 3,70+£0,59mm para PN2 (P=0,013), espessura de gordura
subcutanea na garupa (EGSP8) 4,12+0,99mm em PNL1 e 5,23+0,56mm (P=0,001) em PN2 e
com relagdo a profundidade de térax (PFT) apresentou 55,23+3,38cm em PN1 e
58,31+2,38cm (P=0,009) em PN2. O niumero de ovocitos recuperados por sessao de aspiracdo
folicular (OPU) foi de 87,33+25,73 em PN1 e 129,17+35,18 (P=0,043) em PN2, e ovicitos
grau 4 (G4) foi de 16,33+6,44 para PN1 e 31,00+8,60 para PN2 (P=0,008), ambos
demonstrando diferencas estatisticas. As fémeas do tratamento PN2 apresentaram mais
ovacitos vidveis por animal que o tratamento PN1. Na producdo de embrides, a taxa de
blastocistos em D7 foi de 21,4% em PN1, 25,1% em PN2 e 35,6% em controle FIV (P=0,02),
evidenciando que PN2 obteve valores equivalentes estatisticamente ao controle FIV. Na

avaliacdo lipidica, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos. Desta forma, nesse
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estudo foi observado que os planos nutricionais tiveram efeitos positivos quanto ao
desenvolvimento corporal dos animais, assim como nas taxas de recuperacdo de ovocitos,

ovacitos viaveis e producdo de embrides in vitro.

Palavras chaves: 1. Bovinos; 2. Embrides; 3. Fecundacédo in vitro; 4. Novilhas nelore pré-
puberes; 5. Nutricdo.
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5.1.1. ABSTRACT

The reproductive efficiency of the herd has an important economic impact on beef cattle.
Among the possibilities for its optimization, nutritional management is one of the most
important. Thus, the objective of this work was to evaluate two different nutritional plans
(NP) in prepubertal Nellore heifers and heifers, as a strategy to improve body development
parameters, oocyte recovery rates and embryo production through their production in vitro.
Thirty-three prepubertal Nellore heifers were used, divided into 2 groups and supplemented
for 5.5 months, on the Embrapa Cerrados farm located in Planaltina-DF. Among the
parameters evaluated in terms of body development, at the end of all weighings, a statistical
difference was observed regarding the average final weight of the groups, as evidenced by Dif
Pi-Pf (initial weight and final weight difference) between PN1 and PN2 with values of 120,
71+£13.81kg and 135.88+18.55kg (P=0.0133) respectively. Ribeye area (AOL) and withers
height (ACN) did not show statistically significant differences. Subcutaneous fat thickness
(EGS) was 3.11+0.48mm for PN1 and 3.70+0.59mm for PN2 (P=0.013), thickness of
subcutaneous fat in the rump (EGSP8) 4.12+0.99mm in PN1 and 5.23+0.56mm (P=0.001) in
PN2 and with respect to chest depth (PFT) it presented 55.23+3.38cm in PN1 and
58.31+2.38cm (P=0.009) in PN2. The number of retrieved oocytes per follicular aspiration
session (OPU) was 87.33£25.73 in PN1 and 129.17+35.18 (P=0.043) in PN2, and grade 4
(G4) oocytes were 16 .33+6.44 for PN1 and 31.00+8.60 for PN2 (P=0.008), both
demonstrating statistical differences. Females from the PN2 treatment had more viable
oocytes per animal than from the PN1 treatment. In embryo production, the blastocyst rate in
D7 was 21.4% in PN1, 25.1% in PN2 and 35.6% in IVF control (P=0.02), showing that PN2
obtained values statistically equivalent to the IVF control. In lipid evaluation, there were no
statistical differences between treatments. Thus, in this study, it was observed that the
nutritional plans had positive effects on the animals' body development, as well as on the

recovery rates of oocytes, viable oocytes and in vitro embryo production.

Keywords: 1. Cattle; 2. Embryos; 3. In vitro fertilization; 4. Prepubertal Nellore heifers; 5.

Nutrition.
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5.2 INTRODUCAO

A diminuicdo do intervalo entre geracGes representa um ponto fundamental no
processo de melhoramento genético dos rebanhos e a exploracdo da reproducdo de fémeas
cada vez mais jovens tem possibilitado um grande ganho genético no processo de selecdo de
bovinos. A possibilidade de se produzir embriGes e produtos de fémeas jovens pré-plberes
tem ganhado destaque em virtude do desenvolvimento de avaliagdes de predicdo gendmicas
para caracteristicas de interesse, tanto em gado de leite como de corte. O desenvolvimento de
equipamentos de aspiragédo folicular adaptados para bezerras tem tornado a producdo in vitro
de embriGes bastante atrativa para essa categoria, uma vez que ndo provoca manipulagdes
danosas aos animais. Inicialmente, estudos eram realizados em bezerras utilizando-se a
técnica de aspiracdo por laparoscopia através de procedimento cirargico (Batista et al., 2016;
Baldassarre et al., 2018), posteriormente passaram a ser realizadas por técnica de aspiracdo
folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU) (Majerus et al., 1999). Atualmente, foi
desenvolvida uma guia especifica com tamanho adequado para fémeas jovens com o objetivo
de maior eficiéncia na PIVE desta categoria animal (Elliff et al., 2019).

Sabe-se que a quantidade de embrifes produzidos esta diretamente relacionada
ao numero de complexos cumulus-ovécitos (CCOs) recuperados pelo procedimento de OPU.
Essa quantidade de CCOs recuperados apresenta alta repetibilidade nas doadoras aspiradas
(Monteiro et al., 2017) e deve ser considerada para aumentar a producdo de embrides por
procedimento. Além disso, outros estudos destacam que animais com elevada populacéo
folicular apresentam maior quantidade de ovdcitos recuperados por OPU e maior producdo de
embrides por procedimento (Watanabe et al., 2017). Ainda, verifica-se que novilhas pré-
puberes apresentam maior numero de foliculos disponiveis para aspiracdo (Landry et al.,
2016), porém os indices de producdo de embrides in vitro desta categoria sdo inferiores aos de
animais adultos (Guerreiro, 2015).

Dentre os fatores que influenciam o desempenho reprodutivo de um rebanho,
deve-se ter uma atencdo especial a nutricdo. Durante as diversas fases reprodutivas, ha
necessidade de que os niveis de energia, proteina, minerais e vitaminas, sejam suficientes para
atender a exigéncia nutricional que esta fase exige (Dias et. al., 2009).

Os parametros reprodutivos da fémea bovina sdo de baixa herdabilidade, mas
ndo devem ser desconsiderados devido a sua importancia; porém, isso faz com que a

influéncia do ambiente tenha maior impacto sobre o desempenho reprodutivo do que a selecéo
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genética. Portanto, a reproducéo é altamente influenciada pelo ambiente e manejo nutricional
(Pereira et. al., 2010).

Segundo Madella-Oliveira et al. (2014) mostraram que a nutricdo possui
importante papel na manutencdo e concentragdo de substratos celulares que desempenham
fungdes essenciais de estimulo ou inibicdo de horménios que influenciam diretamente no
desempenho reprodutivo dos ruminantes.

Quando o animal ndo recebe a quantidade necessaria de nutrientes essenciais,
processos relacionados a reproducdo passam a ficar deficitarios, como desenvolvimento
folicular, qualidade ovocitaria, ovulagdo, maturacdo e fertilizacdo, que passam a ter baixa taxa
de sucesso (Maggioni et al., 2008; Abreu et al., 2018). O correto desenvolvimento folicular
necessita de quantidades adequadas de nutrientes (Valentim et. al., 2019).

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos de dois
diferentes planos alimentares no desenvolvimento corporal de bezerras pré-puberes, assim
como na qualidade e quantidade de ovocitos e conversdo em embrides através da técnica de

fecundacéo in vitro.

5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1 Etica na experimentacéo

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica em
Experimentacdo Animal da Embrapa Cerrados sob o numero de protocolo n°. 800-4372-
1/2020.

5.3.2 Selecdo dos animais experimentais

A selecdo dos animais para o experimento levaram em consideracdo a idade,
peso e mérito genético (Tabela 1), onde o mérito genético foi obtido através das informacdes
da avaliacdo genética da Associacdo Nacional de Criadores e Pesquisadores (ANCP) no
momento da desmama, sendo as caracteristicas selecionadas as seguintes: a) MGTe: Mérito
genético total econdmico; b) Peso a desmama: Peso final a data de desmama; c) MP120g:
Efeito materno aos 120 dias (kg); d) DP210g: Efeito direto de Peso aos 210 dias (kg); €)
DP365g: Efeito direto de Peso aos 365 dias (kg); f) DPE365g: Perimetro escrotal aos 365 dias
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(cm); g) DACABg: Acabamento de carcaca (mm?); h) DSTAY(g: Tempo de permanéncia no
rebanho (%); i) D3Pg: Probabilidade de parto precoce (%).

Tabela 1. Selegdo das fémeas nelore pré-puberes considerando a idade, peso e mérito
genético médio do grupo no momento da desmama.

Idade Peso a DA
(0]
Tratamentos animais média MGTe desmama Pl RiFlD [PIEe SDBF;E CA 231- D3Pg
(dias) g g g 9 pg g
PN1 17 198,71 13,96 178,31 meM1 447 13,10 0,57 0,01 71,51 63,14
PN2 17 202,00 1524 180,11 1,13 539 1505 0,50 0,07 72,11 62,67

5.3.3 Desenho Experimental

No experimento, 33 bezerras da raca Nelore, marca BRGN da Embrapa
Cerrados foram suplementadas com 150 a 180g/dia de ragdo com 20% de proteina bruta (PB),
em sistema creep feeding até a desmama (7 meses). A partir dos 7 meses, 0s animais foram
divididos em dois grupos com 17 animais em cada um, e receberam suplementacdo alimentar
diferenciada: grupo 1 (Plano Nutricional PN1) alimentacdo a base de pasto, silagem e
concentrado, com ganhos projetados de 400 g/d e grupo 2 (Plano Alimentar PN2) alimentagéo
a base de pasto, silagem e suplemento energético proteico para promover ganhos de 800g/d.
Mensalmente, os animais foram pesados e ganho de peso médio diario e final foi mensurado.
A altura de cernelha (ACN) e profundidade de torax (PFT) foram mensuradas antes e ap0s o
periodo de suplementacdo. Além disso, ao final da suplementacdo de cada grupo, a area de
olho de lombo (AOL), a espessura de gordura subcutanea (EGS), a espessura de gordura
subcutanea na garupa (EGSP8) foi mensurada por ultrassonografia. Apds 2,5 meses de
suplementacdo, aos 9,5 meses de idade, ambos 0s grupos passaram a ser submetidos a
aspiracao folicular (OPU) e os embriGes produzidos in vitro (PIV) durante 3 meses. Nesse
periodo foram realizadas um total de 10 aspiracGes foliculares, onde 6 delas foram utilizadas
para producdo de embribes in vitro para verificar o efeito alimentacdo sobre a competéncia
ovocitaria e a producdo embrionéria.

No presente estudo, uma novilha do grupo de animais PN2 teve de ser

removida das andlises por vir a ébito.
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5.3.4. Suplementacdo Alimentar

5.3.4.1. Creep feeding

Esta atividade visou suplementar as bezerras Nelore a partir do quinto més até
0 desmame (7 meses), por meio de fornecimento de 150 a 180g/dia de concentrado com 20%
de PB, em sistema creep feeding. Os animais foram avaliados quanto ao ganho de peso diario

até o desmame.

5.3.4.2. Planos nutricionais para desenvolvimento corporal

Bezerras pre-selecionadas do rebanho BRGN da Embrapa por meio de
caracteristicas genéticas foram submetidas a dois planos alimentares apds o desmame com o
objetivo de estimar o efeito da nutricdo sobre a producéo e competéncia de ovocitos e a taxa
de producdo de embrides por fecundacdo in vitro. Neste sentido, 33 fémeas do rebanho
BRGN da Embrapa foram desmamadas aos 7 meses de idade, e divididas em 2 grupos
experimentais. Um grupo com 17 fémeas foi alimentado com pasto de brachiaria, silagem de
milho e concentrado, com ganhos projetados de 400 g/d (Plano Alimentar PN1) durante 165
dias. O outro grupo com 17 fémeas foi submetido a um manejo alimentar diferencial (Plano
Alimentar PN2) a base de pasto de brachiaria, silagem de milho e suplemento energético
proteico para promover ganhos de 800 g/d. Assim, foram projetados ganhos de peso de 400 e
800 g/d para os animais dos grupos (PN1) e (PN2), respectivamente. Este manejo foi
executado até os animais atingirem média de 12,5 meses de idade. Os animais foram pesados
e medidos de acordo com os protocolos exigidos pelo Programa melhoramento Genético
Nelore Brasil (ANCP). Foram registrados mensalmente os pesos, altura de cernelha e
profundidade de térax. Além disso, a area de olho de lombo e espessura de gordura foram

mensuradas nos animais de ambos 0s tratamentos.
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5.3.5 Mensuragdes de desempenho corporal

5.3.5.1. Altura de cernelha (ACN)

A altura de cernelha foi mensurada com tonémetro da ponta do cupim ao solo,

e o valor obtido foi descrito em centimetros (cm).

5.3.5.2. Profundidade do térax (PFT)

A profundidade do térax foi mensurada com tonémetro da linha de dorso a
linha do peito e o valor obtido foi descrito em centimetros (cm).

5.3.6. Avaliacdes de carcaca

5.3.6.1 Area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea
nas costelas (EGS) e espessura de gordura subcutanea na garupa (EGSPS8).

Utilizou-se a técnica da ultrassonografia para mensuragdes das caracteristicas
de carcaca em tempo real no animal in vivo, tais como: area de olho de lombo (AOL),
espessura de gordura subcutanea nas costelas (EGS) e espessura de gordura subcutanea na
garupa (EGSP8). As mensuracbes da AOL e da EGS foram realizadas entre a 122 e 132
costelas, transversalmente sobre o masculo Longissimus dorsi e a EGSP8 foi mensurada na
garupa do animal na regido entre o ileo e o isquio, na interseccdo dos musculos Gluteus
medius e Biceps femoris. Para obter essas medidas utilizou-se um equipamento de
ultrassonografia de marca ALOKA 500V, com sonda linear de 17,5cm e frequéncia de

3,5MHz, com acoplador de silicone, e utilizando 6leo vegetal como acoplante acustico.
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Figura 1: A) Area de olho de lombo (AOL) do plano nutricional 1 (PN1); B) Espessura de gordura subcutanea
(EGS) do plano nutricional 2 (PN2).

5.3.7 Producéo de embrides in vitro

5.3.7.1 Recuperacao de ovocitos

Os animais foram mantidos em troncos de contencdo para bovino. Para o
procedimento de anestesia epidural baixa com Lidocaina 2% (3-5mL) (Anestésico L Pearson,
Eurofarma, Brasil), foi feita a assepsia do local com alcool 70°. Apds realizada a limpeza da
regido perineal com agua e sabdo neutro, seguida de assepsia com alcool 70°, a guia de
aspiracao foi posicionada no fornix vaginal, lateralmente a cérvix, sendo direcionada para o
mesmo lado do ovario a ser aspirado. Os ovdcitos foram aspirados em PBS (Phosphate
buffered saline) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (Sigma®) e 2ul/mL de Heparina
Sodica (Heptar® i.v. Eurofarma, Brasil), a temperatura de 36°C. A pressdo de aspiracdo
utilizada foi de 10 a 15mL/min. Os ovocitos recuperados foram levados imediatamente ao
laboratdrio para os processos de busca, selecdo e maturacao.

Para OPU foram utilizados aparelho de ultrassom modelo HS 1500 (Honda®,
Japdo), acoplado a uma probe setorial micro-convexa HCV-3710 MV (Honda®, Japdo),
multi-frequencial de 5, 7,5 e 10mHz, montada em uma guia transvaginal (WTA®, Brasil),
uma bomba de vacuo digital BV-003d (WTA®, Brasil), acoplado a um sistema com uma
agulha 18G (WTA®, Brasil).
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5.3.7.2 Selecéo e classificagdo dos ovocitos

Os ovocitos aspirados foram mantidos em tubos de 50 mL em banho Maria a
35°C até a lavagem do contetido aspirado. Em seguida o contetdo do tubo foi vertido em um
filtro de coleta de embrides com malha de 50um e lavado com solucdo de PBS aquecido com
auxilio de seringa de 20 ml e agulha 40x12. Apds a lavagem, a solugdo com os ovécitos foi
depositada em uma placa de 100x20 mm contendo meio de bancada (TCM 199 sais de Hank's
- Gibco BRL®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco BRL®),
penicilina (100 Ul/ml) e estreptomicina (50 pg/ml)). Os Complexos Cumulus Oophorus
(CCOs) foram procurados com auxilio de um estereomicroscopio SMZ 645 (Nikon®, Japéo).
Apenas 0s CCOs de qualidade I, Il e Ill foram utilizados para MIV, classificados como
preconizados por LEIBFRIED & FIRST (1979), de acordo com uma escala de | a 1V,
considerando as caracteristicas do cumulus e do citoplasma do ovécito:

Qualidade 1 (G1): Ovdcitos apresentando cumulus compacto e presente,
contendo mais de trés camadas de células. Ooplasma com granulagdes finas e homogéneas,
preenchendo o interior da zona pelucida e de coloragdo marrom. Qualidade 2 (G2): Ovocitos
com cumulus compacto parcialmente presente em volta do ovocito ou rodeando
completamente 0 mesmo, com menos de trés camadas celulares. Ooplasma, com granulacdes
distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro e mais claras na
periferia ou condensadas em um s local aparentando uma mancha escura. O ooplasma
preencha todo o espaco interior da zona pelicida. Qualidade 3 (G3): Ovécitos com cumulus
presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com espaco entre a membrana celular e a zona
pelGcida. Preenchendo irregularmente o espago perivitelino, degenerado, vacuolizado ou
fragmentado. Qualidade 4 (G4): Odcitos desnudos sem células do cumulus oophorus ao seu

redor.
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Figura 2: A) Ovdcitos graus 1, 2 e 3 selecionados para maturacdo do plano
nutricional 2 (PN2); B) Ovdcitos graus 1, 2 e 3 selecionados para maturacéo, e
grau 4 para descarte do plano nutricional 1 (PN1).

5.3.7.3 Maturacdao in vitro dos ovécitos (MIV)

Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos para uma placa contendo
gotas com volume de 200uL de meio de maturacdo coberto com dleo Mineral (Sigma®) e
incubados por 22 horas a 39 °C a 5% de CO2 em ar. O meio de maturagdo foi composto por
TCM 199 sais de Earles (Gibco BRL ®) suplementado com 10 % de SFB (Gibco BRL®), 24
Ul/mL de horménio luteinizante (LH Sigma ®), 10 ug/mL de hormdnio foliculo estimulante
(FSH Sigma®), 1 pg/mL L-glutamina (Sigma®), 100 Ul/ml penicilina (Sigma®) e 50 ug/mL

estreptomicina (Sigma®).

5.3.7.4 Fecundacéo in vitro (FIV)

Para a FIV, os ovdcitos foram separados em grupos de até 30 estruturas,
lavados e transferidos para gotas de 150 uL de meio de fecundacdo. O meio de fecundagdo
utilizado foi o TALP, suplementado com 2 mM de penicilamina (Sigma®), 1 mM de
hipotaurina (Sigma®), 250 mM de epinefrina (Sigma®) e 10 ug/ml de heparina (Sigma®).
Foram utilizados para fecundagdo apenas o0s ovdcitos recuperados de grau 1, 2 e 3.

Para os experimentos foram utilizadas doses de sémen do mesmo reprodutor da
raca nelore e da mesma partida, avaliadas previamente, estando de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Reproducdo. A selecdo espermética foi realizada pelo método do
gradiente mini percoll consistindo de 0,5 mL de percoll 45 e 0,5 mL de percoll 90 % (Parrish
et al., 1995). O sémen descongelado em é&gua & 36°C, durante 30 segundos, foi depositado
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sobre o gradiente de percoll previamente preparado, e centrifugado a 700g por 20 minutos a
30° C. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado permanecendo apenas o pellet, que
foi ressuspendido com 2 ml de TALP-sp e centrifugado a 700g por 5 minutos, sendo entdo
ressuspendido com meio de fecundacio. Apos a avaliagio da concentracdo espermatica, 1x10°
espermatozoides / ml foi adicionado a gota de fecundagdo de 150pLL.

Os ovdcitos e espermatozoides foram co-incubados por 22 horas em estufa a
38,5 °C com 5% de CO2 em ar, sendo o dia da fecundacdo considerado DO. Apds a co-
incubacdo, os possiveis zigotos foram retirados da gota de fecundacdo, lavados em meio de
cultivo (SOFaaci) e distribuidos nas gotas de cultivo na quantidade de até 30 estruturas /gota.

5.3.7.5 Cultivo in vitro de embrides (CI1V)

Para o cultivo in vitro foi utilizado o meio fluido sintético do oviduto (SOF)
suplementado com aminoacidos essenciais e ndo essenciais 0,34 mM de sodium tri citrato
(Sigma®), 2,77 mM myo-inositol (Sigma ®) e 5 % de SFB (SOFaa) (Holm et al., 1999). As
placas de cultivo foram preparadas um dia antes da sua utilizagdo, sendo que o tamanho da
gota de cultivo foi de 150pl sob 6leo.

Os embribes foram avaliados 44 horas apds a inseminacdo para determinar a
taxa de clivagem e em D7 (sete dias ap0s a inseminacdo) para avaliagdo taxa de blastocisto.

Figura 3. A) Embrides em D7 do plano nutricional 1(PN1); B) Embriées em D7 do
plano nutricional 2 (PN2).

5.3.8 Andlise Lipidica

Os embrides foram fixados por uma hora em paraformaldeido 4%, lavados trés
vezes em solucédo salina tamponada com fosfato (PBS) e armazenados, por até uma semana, a

4°C em paraformaldeido 1%. Apds esse periodo de fixacdo, os embribes foram lavados duas
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vezes em PBS suplementado com 0,3% de polivinilpirrolidona (PVP), incubados por 30
minutos em PBS suplementado com 0,2% de Triton. Posteriormente, os embrides foram
lavados trés vezes em PBS com 0,3% de PVP e, em seguida, corados com Bodipy 493/503
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA,; 20 pg / mL, diluido em 50 ul de etanol absoluto e 950
ul de PBS) por uma hora. Posteriormente, foram lavados trés vezes em PBS com PVP (0,3%),
colocados individualmente em placas de 35 mm em gotas de 8uL em solucdo anti-fade
(SlowFade ™; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) e avaliados em microscopio confocal.
Todas as imagens foram submetidas as mesmas condi¢Ges microscopicas de disseccdo a laser
(LSM Leica Sp8; New Orleans, LA, EUA). Todas as amostras foram analisadas e foto
documentadas pela objetiva 20x sob o Laser Argon 488, para visualizagdo das gotas lipidicas,
em um espectro de fluorescéncia entre 495 a 505 nandmetros. Os embrides foram submetidos,
um a um, a 30 cortes transversais, com intervalo de 2,96 um. As 30 secOes das quais 0S
embrides foram observados uma a uma e a presenca das gotas lipidicas fluorescentes foram
identificadas. A imagem foi criada com todas as secdes sobrepostas. ApoOs a criacdo da
imagem final de cada embrido, elas foram ajustadas em escala de cinza pelo programa ImageJ
e o fundo foi corrigido. A quantificacdo dos lipidios foi baseada na razéo entre a area ocupada
no citoplasma e a area total do embrido.

Os tratamentos foram comparados com um grupo controle (Controle FIV) com
ovacitos provenientes de ovarios de vacas adultas de abatedouros locais.

Os embrides produzidos foram congelados e armazenados para futura

avaliacdo de qualidade embrionaria por expressdo de genes.

Figura 4. Imagem representativa da microscopia confocal (LSM Leica sp8; laser argon 488-nm, objetiva x20)
dos embrides corados com Bodipy 493/503. A: Anélise lipidica do plano nutricional 2; B: Analise lipidica do
plano nutricional 1.
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5.3.9 Analise Estatistica

Para a comparacdo dos tratamentos foi aplicado o teste t student, com excecao
das taxas de clivagem e de blastocistos que foram avaliadas com o teste de Bonferroni. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Todos os testes estatisticos
foram considerados ao nivel de probabilidade de 5%. Todas as analises foram realizadas pelo
software estatistico R, versdo 3.5.1.

6. Resultados

Os dados sobre os pesos e 0s ganhos médios de pesos diarios dos animais dos
tratamentos PN1 e PN2 estdo descritos nas figuras 5 e 6, respectivamente.
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Figura 5: Peso médio do grupo de animais dos tratamentos do plano nutricional 1
(PN1) e do plano nutricional 2 (PN2) durante as pesagens mensais.
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Figura 6: Ganho médio de peso diario do grupo de animais dos tratamentos do plano
nutricional 1 (PN1) e do plano nutricional 2 (PN2) durante as pesagens mensais.

Com relacdo aos dados obtidos sobre os pesos dos animais, houve diferenca de peso
cumulativo entre os tratamentos PN1 e PN2, sendo que o grupo de animais do PN2
apresentaram aproximadamente 15 kg a mais que os animais do tratamento do PN1 (Tabela
2).

Tabela 2. Ganho de peso médio mensal e diferenca entre pesos iniciais e finais dos
tratamentos de suplementacédo alimentar PN1 e PN2 em novilhas Nelore pré-puberes.

Pesos PN 1 PN 2 Valor de P
Peso 0 163,12 + 18,42 162,31 + 16,96 0,4484
Peso 1 180,12 + 18,02 178,31 +£ 16,0 0,3813
Peso 2 196,06 + 19,21 206,69 + 18,23 0,0567
Peso 3 203,94 + 20,03° 222,53 + 18,572 0,0048
Peso 4 227,00 + 23,60 230,75 + 18,35 0,3066
Peso 5 237,35+ 19,13 244,94 + 21,19 0,1450
Peso 6 262,76 + 19,91 272,25 + 20,51 0,0941
Peso 7 284,88 + 20,19 298,19 + 25,15 0,0534
*Dif Pi-Pf 120,71 + 13,81° 135,88 + 18,552 0,0133

ab Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).
*Dif Pi-Pf: Diferenca entre o peso médio inicial (Peso 0) e peso médio final (P 7) entre os tratamentos PN1 e
PN2.
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Na anélise mensal do ganho de peso, somente houve diferenca estatistica na
pesagem nimero 3 (Peso 3) onde PN2 obteve pesagem com 18,59kg a mais que o0s animais do
PN1 (P=0,0048). Porém, ao final das pesagens, na diferenca entre o peso médio inicial e peso
médio final (Dif Pi-Pf), observou-se diferenca estatistica significativa entre PN1 e PN2, com
PN2 se mostrando com maior ganho médio de peso ao final (Tabela 2).

As analises realizadas por meio de ultrassonografia de carcaca e método
métrico com utilizacdo de tondémetro para avaliacdo do desenvolvimento corporal mostraram

resultados distintos entre os grupos, embora nem todos significativos (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros (média £ desvio padrdo) de desempenho de desenvolvimento corporal
entre as novilhas Nelore pré-pubere submetidas a dois planos nutricionais.

Parametros PN 1 PN 2 Valor de P

AOL (mm?) 50,16 + 2,13 48,78 + 2,25 0,075
EGS (mm) 3,11 +£0,48° 3,70 £ 0,59° 0,013

EGS P8 (mm) 4,12 +0,99° 5,23 + 0,56% 0,001
ACN (cm) 133,23 + 2,69 137,0 £ 9,44 0,197
PFT (cm) 55,23 + 3,38° 58,31 + 2,382 0,009

ab Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05). AOL: area de olho de
lombo; EGS: espessura subcutanea; EGS P8: espessura subcutdnea na P8; ACN: altura de cernelha; PFT:

profundidade de torax.

Os valores de AOL e ACN ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas. O EGS do PN2 apresentou medida de 3,70+0,59 mm, superior ao PN1 que
apresentou 3,11+0,48mm, de forma estatisticamente significativa (P=0,013). Da mesma
forma, o EGSP8 do PN2 apresentou mensuracdo superior ao PN1 com 1,11mm a mais,
apresentando diferenca estatistica significativa (P=0,001). Por fim, a PFT dos animais do PN2
apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao PN1 (P=0,009), com mensuracdes
de 58,31+2,38cm e 55,23+3,38 cm, respectivamente (Tabela 3).

44



Os dados de namero de foliculos ovarianos e ovocitos graus 1, 2 e 3 ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas. Os animais do tratamento PN2
apresentaram nimero de ovocitos recuperados de 129,17+35,18 sendo superior ao PN1 que
apresentou 87,33+25,73, (P=0,043). Quanto aos ovocitos grau 4 (G4), o PN2 apresentou mais
ovdcitos qualidade 4 que o PN1 (31,00+8,60 e 16,33+6,44, respectivamente; P=0,008)
(Tabela 4). J& o nimero de ovocitos viaveis por fémea foi superior para o tratamento PN2
(P=0,025; Tabela 5).

Tabela 4. Quantidade (média + desvio padrdo) de foliculos ovarianos, ovécitos recuperados e
qualidade de ovdcitos por sessdo de OPU em novilhas Nelore pré-puberes submetidas a dois
planos nutricionais.

Variaveis PN1 PN2 Valor de P
N° de foliculos ovarianos 150,43+ 19,60 170,57 £ 22,86 0,516
N° ovocitos recuperados 87,33 + 25,73° 129,17 + 35,18°% 0,043
Ovocitos G1 16,50 = 10,75 19,17 £ 7,22 0,627
Ovocitos G2 11,83 £ 6,05 16,17 + 4,88 0,205
Ovocitos G3 42,67 + 16,16 62,83 + 23,58 0,12
Ovacitos G4 16,33 + 6,44° 31,00 + 8,60° 0,008

ab Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).
G1: grau 1; G2: grau 2; G3: grau 3; G4: grau 4.

O numero de ovocitos viaveis por animal do PN2 foi superior ao PN1, com
valores de 12,75%£2,63 e 9,66+1,57, respectivamente. O nimero de embrides por animal, taxa
de clivagem e taxa de blastocistos em D7 ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos (P>0,05; Tabela 5). No entanto, a taxa de embrides do
tratamento PN2 foi semelhante ao controle laboratorial com ovdcitos de ovarios de vacas
adultas de abatedouro (P = 0,02; Tabela 5).
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Tabela 5. Nimero (média + desvio padrdo) de ovdcitos e embrides por animal e taxas de
clivagem e embrides de novilhas Nelores pré-puberes submetidas a dois planos nutricionais.

PN1 PN2 Controle Valor de P
FIvV
N° ovdcitos 9,66 + 1,57° 12,75 + 2,632 0,025
vidveis por animal
N° de embrides 3,29+ 1,14 471+1,76 0,169
por animal
Taxa de Clivagem 77.7 75.0 83,2 0,162
(%)
Taxa de 21,4b 25,130 35,6° 0,02
Blastocistos D7
(%)

ab Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Em relacdo a analise de acimulo de lipideos nos embri6es produzidos in vitro, ndo foi
observada diferencas entre os tratamentos com maior suplementagédo de concentrado (PN2) e

menor suplementacao de concentrado (PN1) (P=0,066; Tabela 6).

Tabela 6. Percentagem da area da area ocupada pelos lipideos em razdo da area total dos
ovacitos maturados em diferentes sistemas.

Tratamentos % Area Gota Desvio Padréo (%)
Lipidica
PN1 13,80 6,47
PN2 18,05 7,90
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7. DISCUSSAO

Atualmente, por meio das avaliacbes gendmicas, é possivel obter informac6es
de PTAs (Predicted Transmitting Ability) e avaliagdes genéticas de grande importancia para
selecdo e multiplicacdo precoce de fémeas pré-puberes que possuam caracteristicas
desejaveis. Desta forma, neste estudo fémeas Nelores pré-puberes receberam aporte
nutricional com concentrado um més antes da desmama e também na pds-desmama até os
12,5 meses de idade. Foliculos ovarianos foram aspirados a cada 15 dias a partir dos 9,5
meses de idade para determinar o efeito da nutricdo na reproducdo destes animais. O
tratamento utilizado com maior aporte nutricional promoveu um maior desempenho no peso
final e profundidade de torax, além de um maior acimulo de gordura subcutanea nos animais
deste grupo. Além disso, esse tratamento (PN2) promoveu um aumento no numero de
ovacitos totais recuperados, ovacitos viaveis por animal e taxa de blastocisto em D7 igual ao
de vacas adultas controle, diferentemente dos animais do tratamento PN1.

Em relacdo ao ganho de peso, o grupo de animais do tratamento PN2 obteve
maior ganho acumulado no final da suplementacdo, apresentando média de 15 kg a mais que
os animais do PN1. O peso final para o tratamento do PN2 esta dentro do peso recomendado
para procedimento de inseminacdo artificial (1A) em fémeas precoces. Segundo Mousquer et
al. (2014), a ciclicidade reprodutiva da fémea bovina é consequéncia de uma série de eventos
hormonais e esta mais relacionada ao peso corporal do que a idade. Esta observacdo foi
confirmada por Gregianini et al. (2021), que trabalhando com novilhas Nelore com média de
12 meses de idade, verificaram que a media de peso das novilhas que ficaram gestantes foi de
287,27+30,28 kg e as fémeas que permaneceram vazias pesaram 274,84+29,14 kg com isso
demonstrando a influéncia do peso na eficiéncia reprodutiva.

Este plano nutricional também proporcionou maior desenvolvimento de
profundidade de toérax nos animais integrantes do PN2, porém nao apresentou diferenca
estatistica quanto a caracteristica de altura de cernelha. Andrighetto et al. (2011) obtiveram
correlacdo positiva e significativa entre estrutura corporal e precocidade, confirmando que
animais com maior profundidade de costelas e maior perimetro toracico indicam um animal
com maior precocidade. Além disso, segundo Koury Filho et al. (2006), por meio da
avaliacdo dos escores visuais, a precocidade € considerada pela relacdo entre a profundidade
de costelas com altura dos membros, e corresponde aos animais que depositam gordura mais

precocemente.
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Nesse sentido, a suplementacdo do PN2 também proporcionou um acumulo de
gordura subcuténea geral (EGS) e também acumulo de gordura subcutdnea na garupa
(ESGP8) superior aos animais do PN1. O presente trabalho ndo demonstrou relacdo entre
AOL e EGS/EGSPS, visto que os animais do PN2 tiveram menor AOL, porém com maiores
valores para EGS e EGSP8, enquanto o PN1 teve maior AOL e com menores valores para
EGS e EGSP8. Da mesma forma, Bonin et al. (2015) também ndo encontraram correlagdo
entre as caracteristicas de AOL comparadas com EGS e EGSP8, demonstrando que esta
primeira mensuragdo ndo tem valor preditivo na selegdo de animais melhoradores, mostrando
a importancia da mensuracdo de todas as caracteristicas, e destacando que ha uma estrita
relacdo entre a EGS/EGSP8 com a precocidade de fémeas jovens. Lima (2017) analisando e
correlacionando avaliagfes ultrassonograficas de carcaca de EGS e precocidade sexual de
nelore, encontrou correlacdo positiva entre EGS e precocidade sexual, sendo o grupo que
obteve maior EGS foi tambem o grupo mais precoce sexualmente.

A dinémica folicular ndo foi alterada entre os tratamentos de suplementacao
alimentar, sendo que o nimero de foliculos ovarianos foi semelhante para os dois tratamentos.
As fémeas do tratamento PN2 apresentaram média de 27,51+6,17 foliculos/animal, superior
aos achados citados por Baruselli et al. (2016), que encontram 19,7+2,1 foliculos para fémeas
Nelore de 8 a 12 meses. Os numeros de foliculos das fémeas do tratamento PN2 foram
semelhantes aos encontrados por Silva (2020), que demonstraram que fémeas de 12 meses
apresentam cerca de 30%2,0 foliculos ovarianos. Os dados obtidos no trabalho atual
demonstram que os planos nutricionais ndo interferem no desenvolvimento folicular,
apresentando um ligeiro aumento no numero de foliculos para animais mais jovens.
Contrariamente, Martins et al. (2007) observaram que vacas recebendo dietas de alta e baixa
ingestdo de energia, apresentaram maior numero de foliculos aspirados para o grupo de alta
ingestdo, porém com reducdo na porcentagem de ovocitos de qualidade superior, que também
foi observado no presente estudo. As fémeas do tratamento PN2 apresentaram um maior
namero de ovocitos ndo fecundaveis (Grau 4), que pode ser atribuido a um efeito negativo
provocado pela maior ingestdo de proteina e energia. Esta hipotese pode estar ligada ao
excesso de ingestdo de proteina degradavel no rumen (IPDR) que pode levar ao aumento da
concentracdo sanguinea de uréia, onde essa alta concentracdo pode provocar alteracfes
fisioldgicas reprodutivas, inclusive diminuicdo nas taxas de concepcao (Ferguson et al., 1989;
Ferguson et al., 1986). Esta observacdo contraria os achados de Freret et al. (2006) que
demonstraram que em 2 grupos de novilhas suplementadas, ndo houve diferenca de

quantidade e qualidade de foliculos entre os animais dos grupos com menor € maior ganho de
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peso. Ja Adamiak et al. (2005) e Mollo et al. (2007) mostraram, inclusive, efeito negativo
sobre o numero de foliculos recrutados em grupos de vacas e novilhas, com alta ingestdo de
energia.

Na avaliacdo da producéo de embribes, ndo houve diferenga entre o nimero de
embribes produzidos por animal e nas taxas de clivagem entre os animais dos tratamentos
PN1 e PN2. Resultados semelhantes foram obtidos por Martins et al. (2007), onde em vacas
aneloradas ndo foram observadas diferencas entre as taxas de clivagem e de blastocistos com
dietas de baixa e alta ingest&o.

Varios laboratérios de pesquisa tém sucesso produzindo embrides viaveis de
novilhas pré-puberes (Fry et al., 1998; Taneja et al., 2000). No entanto, existem algumas
evidéncias de que os ovocitos de fémeas jovens tém uma baixa capacidade de
desenvolvimento em comparacdo aqueles provenientes fémeas adultas (Presicce et al., 1997;
Majerus et al., 1999). No atual estudo, a taxa de blastocistos em D7 foi semelhante entre os
tratamentos PN1 e PN2, porém os animais do tratamento PN2 apresentaram estatisticamente a
mesma taxa de blastocistos que o grupo controle, que utilizou ovécitos de ovarios de vacas
adultas de frigorificos. Diferentemente, as fémeas do tratamento PN1 apresentaram menor
producédo de embribes em D7 que o grupo controle. Este fato evidencia um efeito positivo nos
animais que receberam maior aporte nutricional.

No presente estudo se verificou 4,71+1,76 embrides/animal no grupo de
novilhas que receberam maior aporte nutricional. Esse resultado foi superior aos resultados
obtidos por Silva (2020), que demonstrou producéo de embrides de 3,3+0,6 por fémea Nelore
de 12 meses sem tratamento com FSH e de 3,5+0,6 para fémeas tratadas com FSH. Além
disso, os animais dos dois tratamentos nutricionais (PN1 e PNZ2) apresentaram taxas
superiores de producdo de embrides quando comparados com os achados citados por Baruselli
et al. (2016), onde fémeas de 8 a 12 meses produziram 1,5+0,3 embrides por animal.

Em relacdo a taxa de blastocistos, as fémeas do tratamento PN2 produziram
taxa de blastocistos de 25,1%, sendo superior aos dados encontrados por Silva (2020) que
obteve 19,2% de blastocistos para as fémeas ndo tratadas com FSH e de 22,8% para as
novilhas nelore de 12 meses de idade superestimuladas com FSH. A taxa de blastocisto desse
estudo também foi superior ao estudo citado por Baruseli et al. (2016), que encontram 20,2%
de producdo de embrides para fémeas entre 8 a 12 meses de idade. Mesmo o grupo de fémeas
do PN1 que foram tratadas com menor quantidade ragdo apresentou taxa de blastocisto de
21,4%, superior as fémeas ndo tratadas com FSH e similar as tratadas com FSH do trabalho

de Silva (2020). Estes resultados demonstram que o tratamento nutricional foi benéfico para
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fémeas pré-paberes, estimulando a fisiologia reprodutiva nesses animais. Segundo Ashworth
et al. (2009) a correta alimentacdo fornece a oportunidade de aumentar a capacidade
reprodutiva através da melhoria da qualidade do gameta e da competéncia embrionaria. Ainda
Ashworth et al. (2009) levanta a hipotese de que a nutricdo induz alteracdes hormonais e
metabdlicas que interferem diretamente na producdo e qualidade de ovdcitos e embrides.
Neste estudo, acredita-se que o maior peso e disposi¢do de gordura dos animais do tratamento
PN2 influenciaram no aumento da quantidade de ovocitos viaveis, apresentando 0 mesmo
potencial de desenvolvimento embrionario que os ovécitos provenientes de vacas adultas de
abatedouro.

Pelo fato dos animais do tratamento nutricional PN2 terem recebido um aporte
maior de energia e proteina, foi hipotetizado que pudesse haver um maior acumulo de lipideos
nos embrides produzidos in vitro, comprometendo a qualidade dos mesmos. No entanto, foi

observado que ndo houve um acimulo de lipideos significativo entre tratamentos.

8. CONCLUSAO

Foi possivel observar que os planos nutricionais foram benéficos para o
desenvolvimento corporal dos animais, porém os animais que receberam um maior aporte de
concentrado apresentaram maior peso final e maior deposicdo de gordura subcutanea. Alem
disso, a producdo de embribes in vitro para este grupo de animais foi igual aos de vacas
adultas de abatedouros e superiores aos dados de literatura para animais de idades
semelhantes, mostrando efeito positivo da nutricdo para a fisiologia e parametros de

crescimento e eficiéncia reprodutiva de fémeas Nelore pré-puberes.
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