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RESUMO

Objetivou-se estudar a fisiologia reprodutiva a puberdade, bem como, os parametros
produtivos, reprodutivos e metabdlicos de vacas primiparas mesticas leiteiras no pos-
parto. O experimento 1 avaliou os parametros reprodutivos de novilhas submetidas a
quatro diferentes dietas na fase pré-desmama. Bezerras do cruzamento Holandés x Gir
(n=60) foram distribuidas em quatro tratamentos experimentais considerando o nivel de
matéria seca (T1 = 13,5%, T2 =16,1%, T3 =18,2% e T4 = 20,4%) na fase de aleitamento.
A puberdade foi determinada através de andlise semanal das concentragfes circulantes
de progesterona. Quando as novilhas atingiram 250 kg de peso vivo, foram iniciadas
avaliacbes quinzenais do trato reprodutivo, realizadas por palpacdo transretal e
ultrassonografia. Os seguintes parametros foram avaliados: tdnus uterino, diametro dos
cornos uterinos, tamanho dos ovarios, diametro do maior foliculo ovariano, ocorréncias
de ciclos estrais curtos e taxa de concepcéo. A idade média a puberdade néo diferiu entre
os tratamentos (305,7 + 4,73 dias), assim como 0 peso a puberdade (285,8 + 3,41 kg).
Todas as novilhas deste estudo foram puberes antes de atingir 350 kg de peso vivo. Nao
se observou efeito (P>0,05) da dieta de aleitamento sobre as variaveis escore do tbnus
uterino (4,4 £+ 0,38), diametro dos cornos uterinos (13,43 £ 0,66 mm) e didmetro do ovario
(20,16 = 1,37 mm). A dieta ndo influenciou o didmetro dos cornos uterinos, diametro do
ovario, ténus uterino, mas influenciou na ocorréncia de ciclos curtos. Entretanto, o
aumento do total de solidos no leite integral pela adicdo de sucedaneo de leite a 20,4%
de matéria seca durante o periodo pré-desmame foi responsavel pela maior fertilidade
apos a primeira inseminacao artificial. O experimento 2 avaliou o periodo pés-parto de
vacas primiparas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir (HG) alimentadas com duas dietas: com alto
e baixo nivel de energia. Todas as vacas apresentaram balan¢co energético negativo
(BEN) durante as primeiras oito semanas pos-parto, sendo que na segunda semana foi
observado o BEN mais intenso (-6,47 + 3,86 Mcal / kg). Aos 61 dias pOs-parto, as vacas
3/4 HG apresentaram maior peso e escore de condi¢ao corporal (ECC) que as 7/8 HG
(456,4 + 8,2 e 429,3 £ 8,5 kg; 3,13 £ 0,03 e 2,94 £ 0,03). O leite das vacas alimentadas
com a dieta de alta energia apresentou maiores porcentagens de gordura, proteina,

lactose e extrato seco total do que as vacas alimentadas com a dieta de baixa energia.



As vacas alimentadas com a dieta de alta energia apresentaram maior consumo de
energia liquida (95,3 £ 1,9 vs. 88,1 + 2,1 MJ / dia) e maior balanco energético (3,64 + 2,13
vs. -6,02 + 2,30 MJ / dia), independente do grupo genético. As vacas 3/4 HG
apresentaram maior energia para manutencéo (33,1 = 0,4 MJ / dia) do que as 7/8 HG
(31,5 £ 0,5 MJ / dia). Assim, as primiparas 3/4 HG foram mais eficientes e apresentaram
maior ECC no decorrer do periodo pds-parto. A dieta com alta energia propiciou maior
balanco energético, com maior producdo de gordura, proteina e lactose no leite. O
experimento 3 avaliou o efeito da dieta oferecida sobre o metabolismo, concentragdes
hormonais e a producédo de odcitos e embribes de primiparas HG no pds-parto. Foram
avaliadas as concentracdes de estradiol, progesterona, glicose, insulina, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1), uréia e 4cidos graxos nao esterificados no
fluido folicular, bem como as concentracfes plasmaticas de glicose, insulina, uréia e
acidos graxos néo esterificados. A dieta com alta energia aumentou as concentracfes
plasmaticas de insulina e glicose. As vacas 3/4 HG apresentaram maior concentracao
plasmética de insulina, glicose e uréia. As alteragcdes hormonais e metabdlicas no plasma
nao foram observadas no fluido folicular. A concentragdo de IGF-I no fluido folicular foi
maior em vacas alimentadas com a dieta de alta energia e nas vacas 3/4 HG. Foi
recuperado um namero maior de odcitos totais e viaveis em vacas 3/4 HG, mas as vacas
7/8 HG obtiveram maior taxa de clivagem. A dieta de alta energia foi mais eficiente na
manutencao do estado energético das vacas evidenciadas pelos metabdlitos no plasma
e no fluido folicular. Vacas 3/4 HG foram mais eficientes que vacas de 7/8 HG na

producado de odcitos no periodo pds-parto.

Palavras-chave: nutricdo, pds-parto, balanco energético, reproducéo, bovino

Abstract



The aim of this study was to evaluate the reproductive physiology in the puberty as well
as evaluate productive, reproductive and metabolic parameters of primiparous crossbred
dairy cows in the pos partum period. To achieve these objectives, we conducted 2
experiments. The first trial evaluated reproductive parameters of heifers fed with four
different diets in the pre-weaning stage. Crossbred Holstein x Gyr cows (n = 60) were
distributed in four experimental treatments consisting of increasing levels of dry matter in
their liquid diet (T1 = 13.5%, T2 = 16.1%, T3 = 18.2% and T4 = 20.4%). Puberty was
determined by weekly analysis of plasmatic concentrations of progesterone. The average
age at puberty was did not differ between treatments (305.7 £+ 4.73 days), and so was the
weight at puberty (285.8 + 3.41 Kg). All heifers of this study were pubertal before reaching
350 Kg body weight. When heifers reached 250 kg BW were started reproductive tract
evaluations, performed via transrectal palpation and ultrasonography biweekly. The
following parameters were evaluated: uterine tonus, uterine horn thickness, ovarian size,
diameter of the largest ovarian follicle, occurrences of short estrous cycles, and
conception rate. The average age at puberty was did not differ between treatments (305.7
+ 4.73 days), and so was the weight at puberty (285.8 + 3.41 Kg). All heifers of this study
were pubescent before reaching 350 Kg body weight. Also, there was no effect (P>0.05)
of the diet offered in the variables: uterine tonus (4.4 + 0.38), uterine horn thickness (13.43
+ 0.66 mm) and ovary size (20.16 + 1.37 mm). However, the increase of total solids in
whole milk by the addition of milk replacer to 20.4% of dry matter during the pre-weaning
period was responsible for fertility after the first artificial insemination. Experiment 2
evaluated postpartum period of primiparous 3/4 and 7/8 Holstein x Gyr (HG) cows fed two
diets: high and low energy. All cows presented negative energy balance (NEB) during the
first eight weeks postpartum and in the second week the most intense NEB was observed
(-6.47 = 3.86 Mcal/kg). At 61 days postpartum, 3/4 HG cows presented higher body weight
and body condition score (ECC) than 7/8 HG (456.4 £ 8.2 vs. 429.3 + 8.5 kg and 3.13 £
0.03 vs. 2.94 + 0.03). The milk of cows fed the high energy diet had higher percentages
of fat, protein, lactose and total dry extract than cows fed the low energy diet. Cows fed
the high energy diet had higher net energy consumption (95.3 £ 1.9 vs. 88.1 £ 2.1 MJ /
day) and higher energy balance (3.64 + 2.13 vs - 6.02 £ 2.30 MJ / day), independent of



the genetic group. Cows 3/4 HG presented higher energy for maintenance (33.1 + 0.4 MJ
/ day) than 7/8 HG (31.5 £ 0.5 MJ / day). Thus, the 3/4 HG primiparous were more efficient
and presented higher ECC during the postpartum period. The high energy diet provided
a greater energy balance, with higher production of fat, protein and lactose in milk.
Experiment 3 evaluated the effect of the diet offered on the metabolism, hormonal
concentrations and the production of oocytes and embryos of HG primiparous in
postpartum. The concentrations of estradiol, progesterone, glucose, insulin, insulin-like
growth factor, urea and non-esterified fatty acids in follicular fluid, as well as plasma
concentrations of glucose, insulin, urea and non-esterified fatty acids were evaluated. The
high energy diet increased plasmatic insulin and glucose concentrations. Cows 3/4 HG
showed higher plasmatic concentration of insulin, glucose and urea. The hormonal and
metabolic changes in plasma were not observed in the follicular fluid. IGF-I concentration
in follicular fluid was higher in cows fed the high energy diet and in 3/4 HG cows. A higher
number of viable oocytes were recovered in 3/4 HG cows, but the 7/8 HG cows had a
higher rate of cleavage. The high energy diet was more efficient in maintaining the energy
status of cows evidenced by metabolites in plasma and follicular fluid. Cows 3/4 HG were

more efficient than cows of 7/8 HG in oocyte production in the postpartum period.

Keywords: nutrition, postpartum, energy balance, reproduction, bovine
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura de leite tem grande importancia tanto social quanto
econdmica para o Brasil (VILELA, 2001) e esté presente em todos os estados
brasileiros (IBGE, 2012). Apesar de haver um crescimento na producéo de leite
nos ultimos anos e o Brasil ser o quinto maior produtor mundial de leite, sua
produtividade que, é de aproximadamente de 1.400 litros/vaca/ano (IBGE, 2012),
€ considerada baixa comparada a paises desenvolvidos como Estados Unidos
e Canada.

Cerca de 70% do rebanho brasileiro € constituido por animais mesticos
(FREITAS e MIRANDA, 2009), produto do cruzamento entre racas zebuinas
responsaveis pela rusticidade e racas europeias, especializadas em producdo
de leite. Dentre este cruzamento, encontramos diversos graus de sangue, desde
1/2 a 7/8 Holandés x Gir. Portanto, este cruzamento € de extrema importancia
para a cadeia produtiva de leite, pela sua adaptabilidade e alta producdo em
condigdes brasileiras.

A cria e recria de bezerras e novilhas dentro de muitas propriedades
leiteiras sdo normalmente negligenciadas pelo produtor, por ser as fases que o
retorno do investimento ndo € imediato, quando comparado com vacas no
periodo de lactacao.

A criacdo de bezerras e novilhas de reposi¢cao tem como objetivo alcancar
um crescimento adequado, de forma que essas fémeas possam atingir uma
idade ao primeiro parto ideal, com baixo custo, e que possam substituir vacas de
descarte do rebanho em lactacéo. E na fase de aleitamento das bezerras que
estratégias nutricionais devem ser adotadas visando atingir ganhos de peso
satisfatorios até sua puberdade, fazendo com que se obtenha a reducao na idade
ao primeiro parto. Outro desafio de grande importancia das propriedades leiteiras
€ o manejo de novilhas pés-parto. Esta categoria animal ainda necessita ganhar
peso corporal ja que € esperada a ocorréncia do primeiro parto com 82% do peso
adulto (NRC, 2001). Periodo esse desafiado pela producéo de leite, balanco
energético negativo (BEN) e de terminar seu crescimento até atingir seu peso
adulto.

O atraso no retorno da atividade ovariana luteal ciclica apés o parto pode

estar associado ao BEN, j4 que esse é consequéncia do baixo consumo de
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matéria seca (CMS) e a alta producéo de leite. A vaca sai do periodo seco e
inicia a lactagdo com um aumento repentino na demanda de energia para a
producgédo de leite (BAUMAN e CURRIE,1980). Nesta fase, uma baixa ingestao
de matéria seca ndo compensa a alta demanda de energia destinada para a
producao de leite. Consequentemente, vacas nesse periodo apresenta um BEN,
sendo mais acentuado ou ndo dependendo do individuo, raca ou cruzamento.
Vacas mesticas apresentam um BEN menos intenso, pois sua produgéao de leite
ndo € considerada alta comparada aquelas vacas especializadas (raca
Holandés) cuja producéo é alta.

Ainda existem varias lacunas a serem preenchidas quanto a nutricdo e
puberdade de novilhas e também é necessério avancar nos conhecimentos dos
efeitos do pds-parto sobre a reproducéo de fémeas mesticas leiteiras criadas em
condic@es tropicais brasileira. Sendo assim, o presente estudo tem por objetivo
avaliar a puberdade de novilhas mesticas leiteira alimentas com quatro
diferentes dietas na fase de aleitamento e avaliar o balangco energético, perfil
metabdlico e hormonal, parametros reprodutivos e producdo e composicdo de
leite de vacas mesticas leiteiras primiparas de dois grupos genéticos (3/4 e 7/8
Holandés x Gir) suplementadas ou ndo com dieta energética nos primeiros 60

dias de pés-parto.
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2 CAPITULO 1

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 IMPORTANCIA DA IDADE AO PRIMEIRO PARTO

Muitos sistemas de producgéo de leite ndo dao a adequada atencéo para
0sS animais que serdo as futuras matrizes do seu rebanho. Na grande maioria
das propriedades do Brasil, o0 manejo no periodo pos aleitamento €
negligenciado. Bezerras sdo conduzidas para pastos mais pobres com aporte
insuficiente de nutrientes (NOGUEIRA et al., 2015). visto que esses animais tém
menor impacto sobre a receita da propriedade, quando comparadas com as
vacas em lactacao.

Para obter sucesso nessa fase, é preciso ter um adequado sistema de
criacdo, com alimentacao e manejo apropriados, associado a reducéo do custo
de producéo.

Para uma boa rentabilidade do rebanho é importante o encurtamento da
idade a puberdade de novilhas. Com a gestacéo precoce das novilhas, estas
poderdo ser mais produtivas ao longo da vida produtiva, aumentando assim 0s
indices econdmicos (SANTOS e DAMASCENO, 1999).

A obtencao de indices zootécnicos adequados na criacdo de bovinos de
leite influencia na composicédo e evolucdo dos rebanhos, sendo a idade ao
primeiro parto a segunda maior responsavel pela evolugdo dos rebanhos,
ficando atras da natalidade e seguida da taxa de descarte e de mortalidade
(LOPES et al., 2009).

Lopes et al. (2009) constata que quando a idade ao primeiro parto é
reduzida de 36 para 24 meses, o0 numero médio de animais na categoria “vacas
em lactagao” é cerca de 10% maior e a estabilizagdo do rebanho ocorre aos 23
anos ao invés dos 30 anos anteriores. Tal fato é de grande relevancia, pois 0s
rebanhos terdo maior quantidade de animais na fase produtiva, o que leva a
maior escala de producao de leite e consequente reducdo dos custos fixos
(LOPES et al., 2004).
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2.1.2 ENDOCRINOLOGIA NA PUBERDADE E MATURACAO SEXUAL DE
NOVILHAS

Puberdade € o termo utilizado para definir o inicio da vida reprodutiva da
fémea, com inicio da atividade ovariana, marcado por um processo gradual de
maturacao, iniciado ainda na vida fetal (DAY et al., 1984; 1987), que culmina com
a capacidade de reproduzir (KINDER et al., 1987).

Quando a novilha por sua vez alcanga a sua maxima capacidade
reprodutiva (maturidade sexual), 0 que normalmente acontece apos dois a trés
ciclos estrais com fases luteais normais, ha o aumento da fertilidade (MORAN et
al., 1989; BAGLEY, 1993; BURNS et al.,, 2010) e assim a mesma tem a
capacidade em conceber e manter a gestacédo a termo (KINDER et al., 1987).
Sendo assim, a maturidade sexual das fémeas bovinas se da por volta de 40 a
60 dias apds a puberdade (SANTOS e SA FILHO, 2006).

Uma série de eventos é relacionada para a ocorréncia nas alteracdes
fisiologicas e anatbmicas responsaveias por desencadear a puberdade em
novilhas. Esses eventos sdo regulados por mecanismos que controlam a
liberacdo do homénio liberador de gonadotrofina (GnRH) (DAY et al., 1987).

Segundo Nogueira (2006), o hipotdlamo age como uma interface entre o
sistema nervoso central e o sistema enddécrino. O hipotdlmo secreta GnRH, esse
apos ser metabolizado pelas celulas da hipofise € responsavel por controlar a
liberacdo de outros horménios (gonadotréficosfoliculo estimulante -FSH e
luteinizante -LH), provocando o aumento da producéode esteréides sexuas pelos
ovarios (FOSTER e NAGATANI, 1999).

Alguns mecanismos endocrinos garantem que, ap0s 0 nascimento, a
bezerra ndo ative o sistema reprodutivo (SEMMELMANN et al.,, 2001). Nos
bovinos, ha uma exacerbacdo da retroalimentacdo negativa do estradiol (E2)
sobre o hipotalamo. Assim, a inibicdo da atividade reprodutiva acontece por uma
sensibilidade excessiva do hipotalamo ao estradiol (DAY et al., 1987). A maior
parte dos componentes do sistema enddcrino que sdo requeridos para estimular
a puberdade é funcional antes da puberdade ocorrer, mas este inicio &
bloqueado por um feedback negativo do E2 sobre a secrecéo de LH (KINDER,
1987; SCHILLO et al., 1992). A baixa quantidade de E2 secretada pelos foliculos

ovarianos ap0s o0 nascimento é suficiente para a supressao da secrecao pulsatil
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de LH (CARDOSO e NOGUEIRA, 2007), provocando falhas na ovulacao desses
foliculos que entram em atresia (HAFEZ, 2004).

O LH e FSH agem no ovério, estimulado a producao de progesterona (P4),
17 estradiol e indiretamente a inibina, que por sua vez, age no hipotalamo e
hipdfise, retroalimentando este eixo de forma positiva ou negativa dependendo
o estado fisiologico da fémea (EVANS et al., 1995, SHUPNIK, 1996). Melvin et
al. (1999) também relataram aumento nas concentracdes de FSH e E2 durante
as sucessivas ondas foliculares que antecederam a puberdade. Além disso, a
frequéncia de pulsos de LH aumenta substancialmente com o surgimento da
puberdade (DAY et al., 1987). Isto € conseguido através do feedback negativo
diminuido sobre a secrecao de estradiol de LH que ocorre durante este mesmo
periodo peripuberal (GASSER, 2013).

Dias antes do desencadeamento da puberdade é evidenciado picos
subitos de P4 mesmo que ndo ocorra a ovulacdo, acreditando ter duas origens;
produzida pela glandula adrenal responséavel pelos niveis basais de P4 e outra
pode ser produzida pelos foliculos luteinizados (FEDER et al., 1971;
GONZALEZ-PADILLA et al., 1975).

Segundo Evans et al. (1994), durante a fase luteal ocorre uma liberacéo
de P4 em concentracdo suficiente para sincronizar o desenvolvimento dos
foliculos e promover a sensibilizacdo dos ovarios sob acdo do LH garantindo que
ocorra um segundo pico pré-ovulatério do LH, o qual resultara na ovulacao.

Sendo assim, ndo se define puberdade de uma novilha somente com a
ocorréncia do primeiro corpo liteo ou até mesmo do acontecimento do primeiro
estro, denominado estro ndo puberal. Este comportamento de estro acontece
sem ovulacéo subsequente, quando as concentracdes de E2 foram suficientes
para expressar o estro, mas nao a ovulacéo (KINDER et al., 1995).

Em novilhas, a concentracéo plasmatica de E2 permanece baixa até um
més antes da puberdade, quando aumenta gradualmente até o momento da
primeira ovulagdo (NAKADA et al., 2000). A ovulagéo é desencadeada por uma
onda de LH, que é induzido pelo aumento do GnRH liberado pela hipofise
(FOSTER e JACKSON, 2006).

Assim, o inicio da ciclicidade ovario é dependente de eventos que ocorrem

no sistema nervoso central e que, em ultima instancia, resulta em aumento da
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libertacdo dos pulsos de GnRH dentro da circulagdohipotalamica-porta-
hipofisaria (RODRIGUEZ e WISE, 1989).

Desjardins e Hafs, (1969) estudando o desenvolvimento do trato
reprodutivo pés-mortem observaram aumento lento forma linear no peso do
Gtero do nascimento até a primeira ovulacdo. Ainda no mesmo estudo houve um
aumento lento no inico do desenvolvimento no peso de vagina e da cérvix com
um crescimento pouco mais rapido a partir dos 4 meses até a primeira ovulacgéo.
Em trabalho mais recente Honaramooz et al., (2004) observaram os padrdes de
crescimento do trato reprodutivo, sendo um nos primeiros 3-4 meses de idade
com crescimento lento e uma segunda fase decrescimento acelerado
previamente a primeira ovulacao.

Cerca de 30 a 60 dias antes da primeira ovulagdo ha uma elevacao na
frenquencia dos pulsos de LH, periodo que ha também aumento do tamanho dos
foliculos e o foliculo dominante alcanca seu diametro maximo (BERGFELD et al.,
1994; HONARAMOOZ et al., 2004), acompanhado do aumento do utero, cérvix
e vagina (HONARAMOOZ et al., 2004). Marcadamente o crescimento dos
orgaos reprodutivos ocorre sob a influéncia de esteréides ovarianos, em novilhas
pré-puberes (DAY et al., 1987)

2.1.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A PUBERDADE DE NOVILHAS
LEITEIRAS

2.1.3.1 Genétipo (Bos taurus vs Bos indicus)

A puberdade em novilhas Bos indicus € mais tardia quando comparado a
novilhas Bos taurus (RODRIGUES et al., 2002; SILVA et al., 2005). Foldager et
al. (1988) ao estudarem novilhas taurinas das racas Holandesa e Dinamarquesa
vermelhas observaram que estas podem atingir a puberdade precocemente (5-
6 meses) ou tardiamente (18-20 meses de idade).

Em condicbes de manejo nutricional adequados, novilhas Bos taurus
alcancam a puberdade mais precoce, em torno de 9 a 11 meses de idade e peso
vivo entre 170 e 280 kg (SEJRSEN e PURUP, 1997), enquanto as Bos indicus
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atingem a puberdade dos 18 aos 24 meses de idade, com peso vivo entre 260 e
350 kg (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Das principais ragas leiteiras criadas no Brasil (Holandés, Gir e seus
cruzamentos), Borges et al. (2015) demostram diferancas da idade a puderdade
sendo elas 9-11; 24-36 e 15-24 meses respectivamente. Souza et al. (1995) ao
estudar em novilhas zebuinas descrevem a puberdade entre 22 e 36 meses e a
idade ao primeiro parto entre 44 e 48 meses de idade. Teodoro et al. (2001)
observaram que novilhas mesticas Holandés x Gir entraram em puberdade aos
756 dias de idade com 302 kg de peso vivo. Ainda relataram que estes animais
pariram pela primeira vez com 400 kg aos 1121 dias de idade.

Em relacdo a novilhas F1 (Holandés x Zebu), sdo mais precoces que as
zebuinas e atingem a idade a puberdade aos 18 meses com peso vivo entre 300
e 340 kg (RUAS et al., 2004, 2014), concordando com estudos de Galina e Arthur
(1989), que demostram que novilhas F1 HZ apresentaram reducéo de 22 para
15 meses na idade a primeira ovulacdo, em comparacdo as zebuinas.
Analisando 6.781 registros de animais mesticos (HG) Freitas et al. (2002),
observaram reducédo da idade ao primeiro parto em novilhas 7/8 HG (30,7
meses) quando comparadas as novilhas 3/4HG (31,4), 15/16 HG (31,3) e
31/3HG (31,3), todas manejadas como animais puro da raca Holandesa.

Facé et al. (2005) avaliaram a idade ao primeiro parto do grupos genéticos
3/4 e 7/8 HG no Brasil entre os anos de 1989 e 2002 e verificou que ndo houve
diferenca entre eles, sendo 33 meses, tendo assim ficado gestantes com 24

meses de idade.

2.1.3.2 Nutricao, Idade e Ganho de Peso

Uma boa eficiéncia reprodutiva de novilhas depende da idade em que elas
crian pela primeira vez (MARTIN et al., 1992). Aquelas novilhas que parem mais
precocemente podem ter maior vida produtiva que aguelas que parem
tardiamente. Assim a principal vantagem de em emprenhar as novilhas cedo é o
menor tempo para obter o retorno do investimento, iniciando a producdo e

aumentando o numero de crias (SHORT et al., 1994).
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A maturidade sexual em novilhas depende mais do peso corporal que da
idade. Segundo Foldager et al. (1988) 85% das novilhas entram em puberdade
entre 200 e 300 kg de peso vivo, apenas 5% atingem a puberdade antes de 200
kg de peso vivo, e menos de 10% das novilhas apresenta o primeiro estro apos
300 kg peso vivo. Entretanto, melhorias no plano nutricional influenciam no
processo de maturacdo sexual (DAY et al.,, 1986; GARCIA et al.,, 2002), e
culminam com aumento da frequéncia de pulsos de LH e tamanho maximo dos
foliculos no periodo pré-puberal (DAY et al., 1987). Neste sentido, a taxa de
crescimento das novilhas tem consideravel influéncia sobre a idade a puberdade
e, consequentemente, ao primeiro parto (HOPKINS, 1989; FERREIRA 1991).
Portanto, tem sido observado que a idade a puberdade ¢ influenciada pelo nivel
nutricional recebido pelas bezerras durante o periodo pré-puberal, que, em baixo
nivel de energia a idade a puberdade é retardada (HOPKINS, 1989), e 0 aumento
no nivel de energia obtém novilhas puberes com menos de 300 dias de vida
(GASSER et al., 2006a; GASSER et al., 2006b; GASSER et al., 2006¢c; GASSER
et al.,, 2006d). Dessa forma, o ganho de peso corporal € inversamente
correlacionado com a idade a puberdade, uma vez que o aumento no ganho de
peso resulta em menor idade a puberdade da novilha (LAMOND, 1970;
FOLDAGER et al., 1988).

Segundo Daccar et al. (1993), a idade a puberdade é dependente da
nutricdo, que esta diretamente relacionada com o peso vivo (idade fisiolégica) e
ndo com a idade cronologica do animal. No entanto, o peso e a idade a
puberdade variam de acordo com a raca e, o nivel energético da dieta ao qual a
bezerra é submetida, sendo a principal causa dessa variagcdo (HOPKINS, 1989).

A idade a puberdade e consequentemente o primeiro estro de novilhas
zebuinas variam de acordo com a intensificacdo de manejo da propriedade,
principalmente o nutricional desses animais (FAJERSSON et al., 1991;
FERREIRA, 1991; SOUZA et al., 1995; PEREIRA, 2000; NOGUEIRA et al., 2004;
RUAS et al., 2004). Segundo Borges et al. (2015), a principal causa do baixo
desempenho reprodutivo da maioria dos rebanhos leiteiros no Brasil é o aporte
energético insuficiente das dietas fornecidas as novilhas. Na maioria das
fazendas, o manejo nutricional de novilhas € negligenciado, o que resulta numa

inatividade ovariana, atrasando a puberdade, causando elevacédo da idade ao
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primeiro parto e aumento do intervalo de partos (FERREIRA e TEIXEIRA, 2000;
BORGES e MARTINS, 2013).

A puberdade esta mais relacionada com o desenvolvimento corporal do
que a idade cronolégica (MORAN et al. 1989; SCHILLO et al., 1992), e sem
davida a nutricdo € um fator importante influencia na idade ao inicio da
puberdade (MORAN et al., 1989; ROBINSON, 1990; SCHILLO et al., 1992;
GASSER et al., 20064, b, c, d; BORGES et al., 2015).

Segundo Schillo et al. (1992), quando o manejo nutricional est4 adequado
ao potencial de desenvolvimento das bezerras, ha uma reducédo da idade de
puberdade e da ocorréncia do primeiro estro. Ainda, segundo 0s mesmos
autores a puberdade das novilhas inicia quando elas atingem de 40 a 50% do
peso vivo adulto, diferindo do National Research Council - NRC (2001), que
considera a variacdo de 60 a 65% do peso vivo adulto.

A deposicao de gordura corporal € um indicador do estado nutricional que
se encontra o animal e, esta deposicado de gordura corporal esta diretamente
relacionada com a idade a puberdade, por intermédio da leptina que atua
sinalizando o estado corporal do animal ao hipotalamo (SPICER, 2001,
VAICIUNAS et al., 2008). Segundo Leaflet (2001) as novilhas identificadas com
o trato reprodutivo mais desenvolvido sdo também as que apresentam maior
cobertura de gordura na garupa. A idade a puberdade diminuiu a metade (16,6
para 8,4 meses) quando Foldager et al. (1988) elevaram a taxa de crescimento
das novilhas de 400 para 800 g diéario.

O aumento da ingestdo de energia e proteina de bezerras durante o
periodo de aleitamento diminuiu a idade (31 dias) e o peso vivo (20 kg menos)
no inicio da puberdade (DAVIS RINCKER et al., 2011). Shamay et al.
(2005) sugerem que a dieta ad libitum de leite tém um efeito a longo prazo sobre
o momento da puberdade em novilhas. Estes autores observaram que bezerras
da raca holandesas alimentadas com leite integral ad libitum, ganharam 0,88
kg/dia, e atingiram a puberdade 23 dias antes (sem diferencas no peso vivo) que
bezerras alimentadas com subcedaneos do leite, as quais ganharam 0,59 kg/dia
durante o periodo de aleitamento. Raeth-Knight et al. (2009) demonstraram que
bezerras alimentados com 21% de proteina e energia no solidos totais de

sucedéaneo de leite tiveram maior peso corporal e pariram antes que bezerras
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aleitatas com 13% de protéina no leite integral, sugerindo também um efeito a
longo prazo de dieta de alta energia.

Yelich et al. (1996) estudando novilhas de corte de nove meses de idade
até o inicio da puberdade, suplementadas com duas dietas (alto ganho ou baixo
ganho) alimentadas durante 16 semanas, observaram que, as novilhas que
receberam uma dieta de alta energia atingiram a puberdade mais cedo do que
0s animais na dieta de baixo ganho (369 + 16 vs 460 + 17 dias de idade
respectivamente. Radcliff et al, (1997) avaliaram o efeito de duas dietas
diferentes dos 120 dias de idade até a puberdade em novilhas da raca Holandés,
uma dieta rica em concentrado (75% de gréos e 25% de silagem) e outra dieta
controle (10% de graos e 90% de silagem). As novilhas alimentados com a dieta
rica em concentrado apresentaram a puberdade aos 266 + 9 dias de idade,
engquanto aquelas alimentadas com a dieta controle, a puberdade ocorreu aos
313 £ 10 dias de idade.

Bezerras desmamadas aos dois meses de idade e apds, alimentadas com
dietas de alta energia exibem maior frequéncia de pulsos de LH (GASSER et al.,
2006d), acelera a maturacao ovariana, demonstrado pelo aumento do diametro
maximo dos foliculos dominantes e aumento das concentracées de estradiol
durante as ondas foliculares, em consequéncia da reducéo do feedback negativo
do estradiol sobre a secrecéao de LH (GASSER et al., 2006c).

Ao comparar o fornecimento de duas dietas para novilhas (alta energia ou
baixa energia), Cardoso et al. (2012) observaram que, aquelas que receberam
alta energia na dieta apresentaram maior ganho de peso e uma maior frequéncia
de pulsos de LH em oito meses de idade.

Embora os mecanismos moleculares entre nutricdo e inicio da puberdade
sdo muito complexos e ndo sdo completamente compreendidos, estudos
mostram que alguns metabdlicos auxiliam a promover sinalizacbes e
desencadear esta fase reprodutiva. Pode-se incluir a insulina e IGF-1 (SIMPSON
et al., 1991; SULLIVAN e FELDMAN, 1994; OLSON et al., 1995;YELICH et al.,
1996; ADAM e FINDLAY, 1998), e a leptina (GARCIA et al., 2003; MACIEl et al.,
(2004).

Ainsulina é secretada pelas células pancreaticas e desempenha um papel
central no metabolismo do corpo, atuando como um marcador do estado de

energia para o sistema nervoso central (SARTORI, et al., 2013). Além de atuar
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como um potente estimulador da mitose, as concentracoes fisiolégicas de
insulina sdo provavelmente necessaria para a esteroidogénese folicular normal,
em conjunto do FSH (BOSSIS et al., 1999; BUTTLER et al., 2004). Segundo
Silva e Price (2002), quando as concentragdes de insulina estdo em cerca de
100 ng / mL h&d um aumento na secrecdo de E2. Estudos com bezerras
demonstraram que superalimentacdo durante um curto periodo (trés semanas)
aumentaram as concentra¢gfes de insulina e o nimero de foliculos nos ovarios
(GUTIERREZ et al., 1997). Assim, a insulina tem um papel importante por atuar
como um sinalizador para mediar os efeitos das alteracbes agudas na dieta
sobre dinamica folicular em bovinos (SARTORI et al., 2013).

O IGF-I circulante € produzido principalmente no figado (MURPHY et al.,
1987), e pode atravessar a barreira sangue-cérebro (REINHARDT e BONDY,
1994). Ojeda et al, (2008) propuseram que o IGF-1 € um fator derivado das
células da glia que estimulam a libertacdo de GnRH. Daftary e Gore, (2003)
demostraram que o IGF-I também é sintetizado nos neurdnios produtores de
GnRH. Estes neurdnios contém receptores de IGF-I que por sua vez promove
uma estimulacdo na expresséao e liberacdo de GnRH (OLSON et al., 1995), o
que facilita o processo de puberdade (HINEY et al., 1991; HINEY et al., 1996). A
expressdo de IGF-I no cérebro é elevada durante a puberdade (SULLIVAN e
FELDMAN, 1994). Quando novilhas foram alimentadas com alta energia na dieta
houve um aumento nas concentracdes de IGF-I comparadas aquelas
alimentadas com uma dieta de baixa energia (RADCLIFF et al., 2004).

Jones et al. (1991) avaliaram as mudangas nas concentracdes de GH e
IGF-I em quatro diferentes racas de gado de corte (Angus, Braford, Charolés e
Simental). As concentragdes de IGF-I aumentaram nas novilhas da raga Angus
a partir de -56 dias até o dia da puberdade, mas ndo nas outras racas. Anos mais
tarde Yelich et al., (1996), estudando a idade a puberdade de novilhas de corte
observaram que quando alimentadas com dieta para alto ganho as novilhas
apresentaram maiores concentracdes de LH, IGF-I e insulina durante os dias de
tratamento do que as novilhas no tratamento de baixo ganho. Entre os
tratamentos, as concentragfes séricas de GH foram superiores na primeira
semana antes do inicio da puberdade do que as trés semanas antes da
puberdade. Esses resultados sugerem que uma alteracéo nas concentracdes de

GH ocorre no inicio da puberdade e pode desempenhar um papel importante
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neste processo. Os resultados deste estudo apoiam a hipotese de que a nutricao
influencia mais que a idade cronolégica na puberdade por meio da regulacédo das
concentracdes de IGF-I e GH que podem estar envolvidos na maturagéo final do
trato reprodutivo da novilha.

Como relatado anteriormente a nutricdo pode ser considerada umas das
principais responsaveis pela puberdade de novilhas. Frisch., 1984 prop6s que
para o desenvolvimento puberal ha a necessidade de um grau minimo de
adiposidade corporal. As concentragdes circulantes de leptina estéo
correlacionadas positivamente com a adiposidade e 0s aumentos no peso
corporal de novilhas (GARCIA et al., 2003). E no tecido adiposo que é produzida
a leptina que desempenha papel importante na sinalizacao do estado metabdlico
e regulacdo da ingestdo de alimento, gasto de energia e fungédo reprodutiva
(CHEHAB et al., 1996; FRIEDMAN e HALAAS., 1998).A leptina secretada pelos
adipécitos pode ativar mecanismos hipotalamicos, aumentando o numero de
picos de secre¢do de LH (FOSTER e NAGATANI, 1999; GARCIA et al., 2002).
Em um estudo, Amstalden et al. (2000), observaram que a expressao do gene
da leptina no tecido adiposo e concentracdes de leptina circulante sao reduzidos

em 48 horas de jejum, causando a reducéo na frequéncia de pulsos de LH.

2.1.4 UTILIZACAO DO ESCORE DO TRATO REPRODUTIVO (ETR) COMO
FATOR DE AVALIACAO DA PUBERDADE

Meses antes e apdés a puberdade o trato reprodutivo de novilhas
apresenta diversas alteracdes fisiologicas e morfologicas que permitirdo o
desenvolvimento da gestacdo. O tamanho e peso do ovario, utero, cérvix e
vagina aumentam com a proximidade e ap6s a puberdade (DESJARDINS e
HAFS 1969, MONTEIRO et al.,, 2013). Usando o exame ultrassonografico
Honaramooz et al., (2004), observaram aumento na espessura dos cornos
uterinos, bem como o aumento gradativo do maior foliculo durante as semanas
anteriores até o surgimento da puberdade. Sa Filho et al., (2008) observaram o

desenvolvimento uterino pré e pos-puberdade de novilhas da raca Nelore e
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relataram que este evento é decorrente da estimulacdo exercida pelo aumento
das concentragfes de E2 e P4 durante o periodo pos-puberal.

Anderson et al. (1991) desenvolveram a avaliagdo do trato reprodutivo
utilizando uma escala de 1-5, onde 1 é atribuido para aquelas novilhas que
apresentam trato reprodutivo infantil e escore 5 para aquelas que apresentam
corpo lateo ativo e aptas a conceber. O escore 1 foi descrito para novilhas com
trato reprodutivo sem ténus uterino e sem estruturas ovarianas palpaveis; ja o
escore 2 para aquelas que ovarios apresentavam foliculos >8mm nos ovarios,
um diametro de corno uterino entre 20-25 mm e sem ténus uterino. J4 no escore
3, 0s ovarios apresentam foliculos com diametros entre 8-10 mm, apresentam
tonus uterino e corno uterino com diametro entre 25-30 mm. No escore 4, as
fémeas apresentam didmetro do corno uterino acima de 30 mm , sendo este com
bom ténus, e ovarios com foliculos acima de 10 mm de diametro e possivel
presenca de corpo luteo. Por udltimo, o escore 5 sdo aquelas novilhas que
apresentam ciclicidade normal com corpo luteo funcional.

A avaliacdo do escore do trato reprodutivo (ETR) de novilhas se tornou
uma ferramenta muito Gtil e importante, praticada ha décadas (LE FEVER e
ODDE., 1986; Anderson et al., 1991; PENCE e BREDAHI, 1998; HOLM et al.,
2009) pelo veterinario, pois consegue fornecer uma avaliagdo subjetiva do
estado de desenvolvimento puberal, j& que subjetivamente fornece uma
avaliacao indireta da ocorréncia da puberdade e excluiu aquelas novilhas que
ainda ndo estdo aptas a primeira cobricdo ou estacdo de monta (LE FEVER e
ODDE, 1986; PENCE e BREDAHI, 1998; HOLM et al., 2015).

Tendo em vista que muitas das vezes se torna dificil e inviavel
financeiramente esta avaliacdo através das dosagens de progesterona
circulante, o método de avalicdo do ETR € a ferramenta util devido ao diagndstico
via palpacéo retal (MARTIN et al., 1992). Segundo Holm et al. (2008) o ETR é
uma ferramenta valida para tomada de decisfes destinadas a melhorar o
sucesso em programas reprodutivos a longo prazo, através da exclusao de
novilhas que ainda ndo se tornaram puberes e possivelmente ndo acabaram sua
primeira estacdo de monta gestantes.

Rosenkrans e Hardin (2003) em um estudo comparando a acuracia na
avaliacao do trato reprodutivo para a deteccao da puberdade entre dois médicos

veterinarios utilizando a palpacéo retal e a técnica de ultrassonografia transretal
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nao observaram diferencas entre eles. Entretanto as duas avaliacbes foram

capazes de identificar novilhas em pré-puberdade e puberdade.

2.1.5 FOLICULOGENESE

A foliculogénese nos bovinos € um evento continuo e se inicia ainda na
vida fetal, passa pela puberdade e continua na vida reprodutiva até a senilidade
(NILSSON et al.,, 2001). Ela caracteriza-se pela formacdo, crescimento e
maturacao folicular, originando a formacéo do foliculo primordial e culmina com
o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério (IRELAND, 1987).

A fémea bovina apresenta, desde seu nascimento, aproximadamente
100.000 foliculos primordiais nos ovarios. Os foliculos que constituem este pool
de reserva podem permanecer em repouso, ou iniciar um processo irreversivel
de desenvolvimento o qual podera ter dois destinos, sendo a ovulagdo ou, na
maior parte das vezes, com a atresia (FINDLAY, 1994; ERICKSON e
SHIMASAKI, 2001).

Segundo Campbell (1995) o periodo necesséario para o foliculo primordial
alcancar seu tamanho pré ovulatério € cerca de 90 dias. O foliculo primordial
cresce até se tornar atrésico ou continua até a ovulacao. Porém, ainda nao séao
totalmente conhecidos os mecanismos que controlam o inicio e o numero de
foliculos primordiais que comecam a crescer (WEBB et al., 2004). Embora o
crescimento folicular seja controlado principalmente através das gonadotrofinas
e por fatores de crescimento produzidos localmente, varios fatores, sejam eles
ambientais ou nutricional, podem influenciar o desenvolvimento folicular e a
qualidade do odcito e, consequentemente, a fertilidade (GARNSWORTHY e
WEBB,1999; WEBB et al., 2003).

Com o surgimento da ultrassonografia nos anos 80, o processo de
continuo crescimento e regressao folicular, conhecido por dindmica folicular, e
estudado por Ginther et al. (1989), Driancourt (1991) e Fortune (1993).

O crescimento folicular € um fenémeno ciclico e depende da fase do ciclo
estral (PIERSON e GINTHER, 1988). O crescimento dos foliculos no ovario
culmina na selecao de um unico foliculo dominante que atinge a capacidade para

a maturacéo final e a ovulacdo, sendo uma ou duas vezes, durante a fase luteal,
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e no final do ciclo do estro, bem como durante os outros estados reprodutivos
(MIHM et al., 2002).

De acordo com Figueiredo et al. (1996), Gambini et al. (1998) e B6 et al.
(2000) ocorrem varia¢des no nimero de ondas foliculares de mesma espécie ou
até no mesmo animal, podendo haver duas ou trés ondas, ou até mesmo, mas
com menor frequéncia, quatro ondas foliculares.

Durante o crescimento folicular inicial (recrutamento) os foliculos
sintetizam hormaonios (inibina e estradiol), os quais reduzem a secre¢éo de FSH
pela hipdfise (GIBBONS et al., 1997). Dos varios foliculos recrutados,
geralmente apenas um continuara o seu crescimento e chegara a dominancia
(LUCY et al., 1992), conhecido com fase de dominancia folicular.

Apos o desvio folicular (divergéncia) o FD continua seu crecimento sob
influéncia e acdo do LH, até que haja tamanho suficiente para chegar a ovulacao.
Porém quando ha elevada concentracdo plasmatica de P4 o foliculo pré
ovulatério entra em atresia por haver inibicdo da frequéncia de LH (GINTHER, et
al., 2003).

ApoOs a atresia, uma nova onda folicular inicia-se, chegando novamente
um foliculo primordial & dominancia e tornar-se pré ovulatério (WEBB, et al.,
1999). Este FD s6 ira ovular se houver lutedlise e consequentemente a reducéo
das concentracbess palmaticas de P4, o qual possibilitara o aumento da
frequéncia no pulsos de LH (FORTUNE et al., 2004).

A fisiologia reprodutiva de vacas zebuinas é diferente de vacas taurinas,
entretanto, as diferencas relatadas estdo nas caracteristicas como area de tecido
luteal, baixa capacidade de secretar LH, diametro do foliculo dominante, duracéo
do estro e diametro folicular no momento da divergéncia e na ovulacao
(FIGUEIREDO et al., 1997; PINHEIRO et al., 1998; PATHIRAJA et al., 1986).

2.1.6 PUERPERIO E RETORNO DA ATIVIDADE OVARIANA

Puerpério ou periodo poés-parto compreende desde o nascimento do
bezerro até a completa involugdo uterina e o restabelecimento da atividade
ciclica ovariana (McENTEE, 1990). Durante o puerpério, o correto

funcionamento do eixo hipotalamico -hipofisario—ovariano-uterino permite que a
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retomada na secrecdo dos horménios gonadotroficos e gonadal, e
consequentemente no retorno da ciclicidade da vaca levando a primeira
ovulacao pés-parto seja regular e dentro da normalidade (WILLIAMS, 1990).

No momento do parto ocorre queda abrupta das concentracdes de P4 e
estradiol na circulacdo, promovendo desta forma o feedback negativo no eixo
hipotalamico—hipofisario permitindo um restabelecimento gradual de suas
atividades (NETT, 1987). No entanto, a fisiologia envolvendo a via eixo
hipotalamo-hipofise- ovario no pés-parto € influenciada pelo estado nutricional,
pelo estado energético em que se apresenta o animal.

Vacas em BEN deixam de destinar os nutrientes para a reproducéo
(BAUMAN e CURIE, 1980; LEROY et al., 2008), limitando o numero de foliculos,
0 crescimento e o tamanho méaximo do foliculo dominante no ovario, atrasando
a primeira ovulacao, prejudicando a ovulacdo e os sinais de estro.

Britt (1992) sugeriu que a menor taxa de concepc¢ao em vacas de leite de
alta producéo, é explicada por efeitos do BEN no inicio da lactacéo, na qualidade
dos foliculos, influenciando na menor qualidade do oécito e na quantidade de P4
secretada pelo corpo luteo. Quando os foliculos sdo expostos a condi¢cdes
adversas bem como: BEN, estresse térmico, doenga metabdlica, durante o seu
desenvolvimento (sabendo que a foliculogénese dura aproximadamente 90
dias), os efeitos adversos sobre a qualidade do odcito ocorreriam de 40 a 60 dias
seguintes, quando estariam ovulando, gerando queda nos indices reprodutivos,
devido ao atraso da primeira ovulacdo, falha na concepcédo, tanto pelas
concentracdes inadequadas de P4, como pelo efeito negativo causado no oécito
liberado apés a ovulagao.

A taxa de concepc¢do aumenta com o decorrer dos ciclos, sendo provavel
gue haja uma relacdo com a melhora do perfil de P4 (LUCY 2001). A retomada
dos ciclos ovulatérios esta associada a uma elevacao de IGF-I plasmatico, que
esta ligado ao estado nutricional, concentracdo de insulina e BEN, que vai
determinar os pulsos de LH e a fun¢do ovariana (SANTOS, 2005).

A baixa ingestao de energia inibe 0 comportamento estral, pois reduz a
responsividade do sistema nervoso central ao estradiol, devido a uma reducao
do nimero de receptores no hipotalamo (MILLEMAN et al., 1999).

Quando se tem uma privacao de energia ha uma reducao da frequéncia

e pulsos de LH, comprometendo a maturacédo do foliculo e a ovulagéo. Segundo
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KENDRICK et al. (1999), vacas com melhor balanco energético possuem
concentracdes intra-foliculares maiores de IGF-1 e plamético de P4, e portanto,
sdo animais capazes de produzir odcitos de boa qualidade. No entanto, os
foliculos dominantes ndo atingem a maturacao terminal, devido a auséncia de
um padrédo adequado de secrecao de LH, ocorrendo desta a forma sua atresia
(YAVAS e WALTON, 2000).

Varios fatores e sinais, tanto extra ovarianos como reguladores intra-
foliculares autécrinos e paracrinos regulam o crescimento folicular para que o
foliculos passem a atingir a dominancia e assim ovular (WEBB et al., 2008).

No inicio da lactacdo, o periodo de transicdo (acometido dentre as trés
primeiras semanas ap0s o0 parto) € necessario para que ocorra a involucao
uterina, reposicao dos estoques hipofisarios de LH e iniciacdo do crescimento
folicular em ondas normais e, tendo uma necessidade do aumento de ingestéao
de matéria seca para equilibrar os niveis metabdlicos (BUTLER, 2008).

O controle das fases finais da foliculogénese esta relacionado
principalmente com as gonadotrofinas (FSH e LH) e a expresséo de fatores de
crescimento modulam a acdo das gonadotrofinas durante essa fase de
desenvolvimento folicular (WEBB et al., 1999).

Chagas et al. (2007) relataram que a associacéo negativa entre 0o ECC no
parto e o dia para primeiro cio reflete com atraso no retorno da atividade
ovariana, pulsos de LH infrequentes, respostas foliculares baixas para
gonadotrofinas, e reduzida capacidade funcional do foliculo.

O anestro pdés-parto em vacas leiteiras esta associado a uma inadequada
frequéncia de pulsos de LH, que é caracterizado por uma deplecdo nos suas
concentracfes circulantes, que parece ser mais extremo em primiparas, de
modo a aumentar o intervalo a primeira ovulacdo (DRACKLEY, 1999).

Segundo Santos (2005), as altera¢cdes no metabolismo durante o periodo
de BEN podem influenciar foliculos pré-antrais destinados a ovular mais tarde,
gerando um impacto sobre a qualidade e viabilidade do odcito e do CL resultante
daquela ovulagao. O surgimento de ondas foliculares ocorre rapidamente depois
do parto (BO et al., 2003), estas ondas sdo caracterizadas por um réapido
aumento das concentracOes séricas de FSH, seguido pelo aparecimento da
primeira onda de crescimento folicular, entre 2 a 7 dias pos-parto (WILTBANK,

2002). Segundo Nett (1987) o aumento gradativo nas concnetracdes de FSH na
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primeira semana poés-parto € devido provavelmente pela reducdo das
concentracdes de estradiol (NETT, 1987).

Raramente vacas ovulam na primeira onda folicular pés-parto. Vacas da
raca Holandesa, a ovulacdo acontece em média aos 33 dias pos-parto.
Entretanto dentre essse periédo ocorre uma média de 4,2 ondas foliculares antes
da primeira ovulacdo, sendo este fato atribuido ao BEN e aos pulsos de
infrequentes de LH (BEAM e BUTLER, 1998).

Segundo Nett (1987), os estoques hipofisarios de FSH demoram cerca de
cinco a sete dias para serem repostos, enquanto que os de LH demandam um
periodo maior, cerca de 25 a 30 dias, com isso no pos-parto imediato com a
liberac@o imediata de FSH logo inicia uma nova onda folicular porém o destino
do foliculo dominante pode néo ser a ovulagcéo por ndo haver a reposi¢cdo nos
estoques de LH.

Com o aumento da pulsatilidade de LH ha um estimulo da maturacéo do
foliculo dominante, que produzir4 o estradiol até um limiar pra desencadear o
pico de LH. Segundo Lucy (2000), a duracdo do anestro pés-parto depende da
condicdo corporal e do nivel de BEN que o animal se encontra, pois vacas em
BEN tem concentracdes séricas de insulina, IGF-I mais baixos que, influenciam
na secrecdo de GnRH e LH, metabdlicos e hormbnios que, estes também podem
atuar sobre o ovario para influenciar a sensibilidade do ovario ao LH.

2.1.7 CICLOS CURTOS

Em vacas leiteiras também esta relacionado um problema denominado
“ciclos curtos”, caracterizado pela regressdo prematura do corpo luteo
proveniente da primeira ovulacdo pdés-parto, causando alteracdo do ciclo,
ocorrendo devido a liberagéo prematura de prostaglandinas F2a pelo endométrio
(COPELIN et al.,1989).

O primeiro ciclo estral poés-parto de uma vaca geralmente € irregular,
caracterizada pelo fato da ovulagdo ocorrer sem que 0S animais apresentem
sinais de estro, pois pode haver lise precoce do corpo Iliteo e menores

concentracdes séricas de progesterona (MCDOUGALL, 1995).
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A primeira ovulacdo pos-parto geralmente ocorre sem as manifestacdes
clinicas tipicas de cio, sendo denominado cio silencioso e é seguida por um ciclo
curto de oito a 12 dias, acompanhado de um corpo liteo de menor tamanho e
concentracdes sub-luteais de P4 (PERRY et al., 1991) e de apenas uma onda
folicular (MURPHY et al.,1990, FERREIRA et al, 2007).

De acordo com GUILBAULT et al. (1987) o utero no evento do pés-parto
produz maiores quantidades de PGF2a, e quando ocorre a primeira ovulagao,
nao havendo uma prévia exposicdo a P4, esta maior concentragcdo de PGF2a
lisa 0 corpo lateo assim que 0 mesmo torna-se responsivo, resultando assim a
fase lutea curta (RIVEIRA et al., 1998).

As altas concentragbes plamaticas de P4 aumentam progressivamente
nos trés primeiros ciclos estrais da vaca no periodo do pds-parto e esse aumento
gradativo pode ser diminuido em virtude do BEN que o animal se apresenta
nesta fase (SPICER et al, 1990).

2.1.8 QUALIDADE DO OOCITO

Os fatores de crescimento, tais como o IGFs sdo responsaveis pelo
desenvolvimento inicial dos foliculos (ARMSTRONG et al., 2003), enquanto que
as gonadotrofinas (FSH e LH) sdo importantes no crescimento final (WEBB et
al., 2004).

Durante o periodo de crescimento folicular o oécito passa por alteracées
e reinicia a divisdo meibtica, induzido por fatores sintetizados pelas células da
granulosa e da teca (CECONI, 2004). Acredita-se desta forma que a qualidade
do odcito, que ali se desenvolve pode ser influenciada por fatores capazes de
modificar o ambiente folicular, tal como a nutricdo. Os dados da literatura fazem
acreditar que a nutricdo pode afetar a foliculogénese, vindo a crer que desta
mesma forma também possa haver alteracdo na capacidade e qualidade do
odécito (LEROY et al., 2005, 2006 2008).

Dietas fornecidas com altos teores de energia podem afetar o
desenvolvimento embrionario inicial, pois € comum estar relacionado com
alteracdo no crescimento folicular e na divisdo meidtica do embrido (LEROY et

al, 2008). Segundo Armstrong et al. (2001), baixas taxas de desenvolvimento
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pos fecundacdo sdo mencionados em ruminantes com dietas de alto plano
nutricional, prejudicando a qualidade do odcito. Porém, ndo sabem quais sédo as
alteracOes sofridas pelo fluido folicular que possam causar modificacdes no
citoplasma do o6cito que deixa sua viabilidade comprometida.

Entretanto, levando em consideracéo que a foliculogénese leva em torno
de 60 a 90 dias e os foliculos que iniciam o seu desenvolvimento, durante o BEM,
0s mesmos sao afetados e liberam odcitos de baixa qualidade (BRITT, 1991).

Webb et al. (2004) afirmam que fatores de crescimento e hormonios extra
ovarianos estdo envolvidos nos mecanismos 0s quais a dieta poderia interferir
na qualidade do odcito.

Novilhas com altos teores de energia na dieta podem apresentar uma
melhora no numero de foliculos. Por outro lado, em varios estudos é
demonstrado que dietas altamente energéticas diminuem a resposta aos
protocolos de superovulacao, diminuem a producdo embrionaria e alteram a taxa
de clivagem e a de blastocisto quando comparada com novilhas com baixo teor
de energia na dieta (NOLAN et al., 1998) relacionado com a producéo de odcitos
com qualidade comprometida (DUNNE et al., 1999; YAAKUB et al., 1999).

Kendrik et al (1999) afirmam que o BEN também é um fator que afeta a
qualidade de odcitos, pois em seu estudo vacas que receberam menor teor de
energia e que estavam em maior BEN produziram baixo nimero de od6citos de

boa qualidade.

2.1.9 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

O primeiro registro de fecundacéo in vitro de embrido bovino foi em 1981.
Brackett et al. (1982) recuperaram cirurgicamente oécitos maduros de ovarios e
ovidutos de vacas estimuladas por horménio terapia. Os o0citos foram
fertilizados in vitro e transferido cirurgicamente para uma vaca receptora
resultando em 1981 o nascimento do primeiro bezerro de fecundacéao in vitro.

Anos mais tarde, com o dominio da técnica de interpretacdo de imagens
ultrassonograficas na espécie bovina (KASTELIC et al., 1990) e posterior
entendimento do sincronismo das ondas foliculares na espécie (GINTHER et al.,

1989), houve um enorme avango no conhecimento da fisiologia reprodutiva, o
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que facilitou o emprego de biotecnologias da reproducdo como: inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF), transferéncia de embrido (TE) e aspiracao folicular
guiada por ultrassom, seguida da producéo in vitro de embrides (PIVE). Pieterse
et al. (1988), por sua vez, descreveram a técnica de aspiracao folicular (OPU)
por via transvaginal através da ultrassonografia. Apos avaliacdes, a técnica
mostrou-se simples e de facil aplicacéo, viabilizando a recuperacdo, maturacao
e fecundacéo de odcitos podendo ser repetidas varias vezes em um curto espaco
de tempo em uma mesma fémea (SALES et al., 2015), podendo ser utilizadas
em fémeas pré-puberes e até mesmo gestantes (KRUIP et al.,, 1994;
BUNGARTZ et al., 1995).

Comercialmente, as técnicas de OPU e PIVE consistem em recuperar
oocitos de animais considerados geneticamente superiores, onde sao
transferidos por técnica ndo cirargica ou até mesmo serem submetidos ao
congelamento para posterior transferéncia (BOLS et al., 2004; PONTES et al.,
2010). Segundo International Embryo Transfer Society (IETS; 2013), o Brasil &
0 pais que mais se produz embrides no mundo, a PIVE produziu cerca de 318
mil embrides em 2011, o equivalente a 86% da producdo mundial de embribes
in vitro.

Além da ampla contribuicio no melhoramento genético que a PIVE
promove, sua importancia vai além do interesse comercial, pois tornou-se uma
ferramenta que permite estudar mais rapidamente e exatiddo a fisiologia de
fémeas bovinas. HA um enorme avanco em estudos envolvendo nutricdo e
reproducao tornando as perguntas mais rapidamente respondidas comparados
com estudos pioneiros. Modelos in vitro tem dado uma riqueza de informacdes
(LEROY et al., 2014), é possivel avaliar o efeito direto do individuo e
combinac¢des (simulacfes) incrementanto metabdlitos que possam interferir o
oocito e o desenvolvimento embrionario inicial (LEROY et al., 2005;
WONNACOTT et al., 2010; VAN HOECK et al., 2011; OBA et al., 2013). Através
da puncéo folicular é possivel coletarmos o fluido de um foliculo e estudarmos
seus metabdlitos e hormdénios (MCDOWALL et al., 2014; SALES et al., 2015),
bem como a influéncia da nutricdo na qualidade de odcitos e na producéo de
embrides (LEROY et al., 2005; LEROY et al., 2010).

O sucesso da producéo in vitro de embrides esta diretamente relacionado

ao numero e qualidade de COCs que séo destinados ao cultivo (VIANA e BOLS,
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2005). Fatores que influenciam a quantidade e a qualidade dos odcitos obtidos
por sessdo de aspiracdo, consequentemente a competéncia para a producao
embrionaria é a fase do ciclo estral (VASSANA et al., 2003).

Segundo Sirad et al. (2006), a competéncia oocitaria pode ser
caracterizada por alguns eventos-chave, como por exemplo; o reinicio da
meiose, a ativacdo da clivagem apos a fertilizacdo, o desenvolvimento ao estadio
de blastocisto, entre outros. Porém o mais empregado para determinar esta
caracteristica € o desenvolvimento a blastocisto, uma vez que os odcitos
incompetentes sdo bloqueados na transcricdo materno- zigético, que ocorre no
estadio de oito células (SIRARD et al., 2006).

Outro parametro de avaliacdo da competéncia dos odcitos é o diametro
dos foliculos, onde estes possuem efeito sobre a capacidade dos odcitos para
prosseguir como desenvolvimento in vitro até blastocisto. Foliculos a partir de 3
mm de didmetro ja tem a capacidade de realizar a ativacdo nuclear. Sendo
assim, o odcito gradualmente adquire a capacidade se sofrer a maturacéo,
meiose e manter o desenvolvimento embrionario (HYTTEL et al., 1997; RIZOS
et al., 2005). Machatkova et al. (1996) relataram que foliculos no intervalo de 2
a 7 mm produzem odcitos que Sd0 mais competentes, o que resulta em maiores
taxas de clivagem e um maior nimero de blastocistos.

A capacidade de desenvolvimento de odcitos entre os dias 80 a 120 do
pos-parto é baixa (KRUIP et al., 1996). O estagio de lactacdo também apresenta
efeitos sobre a populacdo folicular (MURPHY et al., 1990). Os autores
observaram que o recrutamento e o crescimento dos foliculos aumentaram com
o decorrer dos dias pos- parto. Gwazdauskas et al. (2000) observaram um
aumento gradual na qualidade dos odcitos com o decorrer do pés-parto. Os
autores ressaltam ainda um aumento de 2% na qualidade do écitos aos 30 dias,
10% ao 48 dias e dimimuindo para 4,1% o aumento aos 117 dias de pds-parto.

Ainda existe uma influéncia do grau genético da doadora sobre as taxas
de recuperagdo de odcitos. Animais Bos indicus (raga Gir) apresentam
diferencas na fisiologia ovariana, quando comparados aos Bos taurus
(Holandés), como maior numero de ondas de crescimento folicular
(FIGUEIREDO et al., 1997; VIANA et al., 2000), menor persisténcia e diametro
do foliculo dominante no momento da divergéncia (SARTORELLI et al., 2005;
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VIANA et al., 2010) e maior numero de foliculos por onda de crescimento (VIANA
et al., 2000).

Pontes et al. (2010) relataram diferencas entre animais das racas Gir,
Holandesa e seus cruzamentos. Os autores relataram uma maior recuperacao e
maior taxa de odcitos viaveis para as doadoras 1/2 HG (31,4 odcitos recuperado
sendo 24,3 considerados viaveis), em relacdo as doadoras da raca Gir (17,1
odcitos recuperado sendo 12,1 considerados vidveis) e da raca Holandés (11,4
odcitos recuperados, sendo 8,0 considerados viaveis).

Sales et al. (2015), em nove aspiracdes a cada 14 dias em vacas da raca
Gir recuperaram em média 22,8 odcitos. A taxa de recuperacéo foi 88,8% e
média de odcitos viaveis de 19,3. Vacas da raga Holandesa apresentaram menor
desempenho, com 14,8 odcitos recuperados, 60,4% de taxa de recuperacao e
10,8 odcitos viaveis. Ainda, Sales e seus colaboradores (2015), ao avaliarem a
influéncia da dieta (alta e baixa energia) em vacas de leite ndo lactantes, ndo
observaram diferencas na taxa de recuperacao de odécitos, no nimero de odcitos

viaveis, nem na qualidade oocitéaria.

2.1.10 PERIODO DE TRANSICAO

Diversas alteracdes sé&o observadas no metabolismo das vacas leiteiras
entre o final da gestacdo e o inicio da lactacdo. Este periodo é denominado de
periodo de transi¢cdo, sendo definido como a fase entre as trés semanas que
antecedem o parto e as trés primeiras semanas de lactacdo (DRACKLEY, 1999).

O periodo de transicdo continua sendo uma probleméatica dentro dos
rebanhos leiteiros, resultando em importantes perdas econdmicas. O
desequilibrio nutricional que ocorre nesse periodo afeta diretamente o
desempenho produtivo e reprodutivo (DRACKLEY, 1999; HAYIRLI et al., 2002;
MULLIGAN e DOHERTY, 2008).

Este periodo esta associado com uma grande incidéncia de doencas, que
podem comprometer a fertiidade dos animais. Embora tradicionalmente
considerado como disturbio metabdlico de vacas leiteiras, as doengas como

retencdo de placenta, endometrite, febre do leite, mastite, e claudicacdo sao
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influenciadas pela alta producédo de leite da vaca e uma méa conduta nutricional
desses animais (KOSSAIBATI e ESSLEMANT, 1997; MULLIGAN e DOHERTY,
2008). A diminuicao na ingestao de energia, vitaminas e de minerais no periparto,
influenciados pelas mudancas draméticas nas concentragfes circulantes de
progesterona e estrogénio, contribuiem para um BEN, pois havera a mobilizacao
de tecido adiposo, para suprir as caréncias principalmente de energia exigidas
para producao de leite (GOFF e HORST, 1997; INGVARTSEN, 2006).

Nesses periodos, a energia ingerida € priorizada para a manténca e
producao de leite, em detrimento das fun¢des reprodutivas (MONTIEL e AHUJA,
2005). Entretanto, Drackley (1999) afirma que esse periodo corresponde ao
limite biolégico dos processos metabdlicos na vaca leiteira, caracterizado pela
dramatica alteracdo metabdlica e fisiologica pelas quais o animal atravessa, e
que ocorrem paralelamente a involucdo uterina e ao reinicio da atividade
ovariana.

A vaca sai no periodo seco e ap0s o parto inicia a lactagdo com um
aumento repentino na demanda de energia para a producao de leite (BAUMAN
e CURRIE,1980; GRUMMER, 1995). Nesta fase, a ingestdo de matéria seca ndo
supre a alta demanda de energia destinada para a producdo de leite.
Consequentemente, a maioria das vacas nesse periodo apresenta um BEN,
podendo ser mais acentuado dependendo do individuo, da raca ou do
cruzamento (GRUMMER, 1995; Aguilar-Pérez et al., 2014).

O periodo de transicéo, contudo, € de elevada e fundamental importancia
para a reproducao da vaca (PETER et al., 2009). Gonzalez (2002) ressalta que
os dois primeiros meses pés-parto sdo 0s mais criticos para vacas leiteiras,
principamente as de alta produgéo. O consumo de alimento n&o se faz suficiente
para a demanda de nutrientes necessarios para o metabolismo, principalmente
energético, destinados a sintese do leite. Assim, as vacas tendem a perder peso
e escore de condic¢ao corporal, em um periodo critico para a reproducédo, quando
ocorre a involugdo uterina e o retorno a atividade ovariana. Esse periodo de
balanco energético negativo pode se estender pelos primeiros 42 dias pos-parto
(HUTTMANN et al., 2009).

Segundo Leroy et al., (2014), mesmo suplementando a dieta com diversas
fontes de gordura ndo se consegue impedir o BEN durante o periodo de

transicdo em vacas leiteiras de alta producdo. Por outro lado, esta
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suplementacdo pode ser uma boa estratégia para estimulo a sintese de

estrogeno e ter como consequéncia um melhor crescimento folicular.

2.1.11 CONSUMO DE MATERIA SECA

Varios mecanismos estéo inter-relacionados a ingestdo de alimento (VAN
SOEST, 1994). O consumo alimentar voluntério do animal é regulado por trés
mecanismos: o fisiolégico, em que a regulacdo € fornecida pelo balanco
nutricional; o psicogénico, que envolve a resposta do animal a fatores inibidores
ou estimuladores, relacionados ao alimento ou ao ambiente; e o fisico,
relacionado a capacidade de distensdo do ramen, que pode influenciar a taxa de
passagem e a taxa de digestao dos alimentos (MERTENS, 1992).

O desempenho animal pode ser interpretado pelo reflexo da qualidade da
forragem, pelo seu valor nutritivo e o consumo de matéria seca (MS) (REIS et
al., 2009). O ingresso de nutrientes, principalmente de energia e proteina,
necessarios para o atendimento das exigéncias de mantenca e producédo, esta
diretamente ligado a ingestdo de matéria seca, sendo um dos fatores
determinantes do desempenho animal (NOLLER et al., 1996).

Quando vacas sao mantidas sob regime de pastejo pode haver um
consumo deficiente de matéria seca (MS) digestivel. A baixa digestibilidade
dessas forrageiras determina que o consumo de matéria seca de vacas em
pastejo ndo ultrapasse os 2% de seu peso vivo resultando em uma baixa
producdo de leite (VASQUEZ, 2002). Esse limite é determinado pelo alto
conteudo de fibra e baixa digestibilidade da forragem (ALVIM et al., 1999).

Grummer e Rastani (2004) ressaltam que nas ultimas trés semanas de
gestacdo ha uma reducdo de aproximadamente 30% no consumo alimentar.
Antes dessas trés semanas o consumo de matéria seca (CMS) em vacas
multiparas € de 1,9% do peso vivo, periodo que comeca uma reducéo, chegando
no dia anterior ao parto a um consumo de 1,3% do peso vivo. Similar o que
acontece em vacas, estes autores afirmam que novilhas apresentam uma
diminuicdo no CMS de 1,7% para 1,3% do peso vivo aos 21 dias pré-parto e um
dia antes do parto, respectivamente.
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Quando ha reducdo de CMS, pouco propionato € produzido no ramen,
sendo este acido graxo de cadeia curta o principal precursor de glicose em
ruminantes (FERNANDES et al., 2012) reduzindo assim a glicose circulante.
Com a condigao de hipoglicemia, o organismo reduz a producgao de insulina; e
assim o organismo passa a entender que falta energia e que ha necessidade de
mobilizar reservas corporais. Portanto, as mudancas nas concentracfes
hormonais antes do parto associada a queda das concentrac¢des circulantes de
insulina e glicose promovem a mobilizacdo do tecido adiposo e a liberacao de
acidos graxos livres e glicerol (POGLIANI et al., 2010). O nutriente precursor
gue sustenta a sintese de lactose do leite e em sequéncia a propria producao de
leite € a glicose. De acordo com Lago et al.,, (2004), cerca de 80% do
requerimento total de glicose é destinada a sintese de leite.

A energia € o parametro mais limitante da nutricao de bovinos leiteiros, ja
gue é o nutriente mais requerido e mais dificil de ser suprido através da dieta,
principalmente no inicio da lactacdo (FUCK et al., 2000). Imediatamente apds o
parto, h4 uma alta exigéncia energética e proteica para a sintese de leite,
enguanto que a ingestao de alimentos ndo aumenta na mesma propor¢ao, sendo
insuficiente para suprir tais exigéncias. Para isso, ha mobilizacdo de energia e
proteina, sendo estas retiradas e mobilizadas das reservas corporais. Sendo
assim uma alternativa € fornecer os nutrientes necessarios para a producao de
leite durante as primeiras semanas da lactacdo (JUCHEM et al., 2004).

Mesmo que fracionada, a suplementacdo concentrada pode representar
elevada ingestdo de carboidrato/proteina rapidamente degradaveis no ramen,
implicando em eventuais distlrbios digestivos/metabdlicos, caso haja acimulo
de amobnia e 4cidos, pela insuficiente utilizacdo/remocéo do ramen (PEREIRA e
ARMENTANO, 2000). Além disso, o fornecimento de quantidades elevadas de
concentrados ricos em carboidratos nao estruturais pode provocar queda no teor
de gordura do leite, depressao na degradabilidade da fibra, acidose e reducao
do CMS. A inclusédo de lipideos insoluveis na dieta pode evitar estes disturbios
(VAN SOEST, 1994).

2.1.12 ESCORE DA CONDICAO CORPORAL
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Sabe-se que a combinacdo da mobilizacdo das reservas corporais e
ingestdo de energia tem uma grande influéncia sobre as vacas leiteiras,
principalmente sobre a produtividade, saude e reproducdo. A avaliagdo da
condigdo corporal é a ferramenta comumente utilizada para estimar o balango
energético de vacas em lactacdo. Trata-se de uma ferramenta importante
utilizada para avaliar niveis de reserva corporal de gordura, sendo a melhor
pratica de avaliagdo que expressa o “status” nutricional dos animais
(SATURNINO e AMARAL, 2004). A perda de condicao corporal é consequéncia
da mobilizacédo das reservas corporais influenciada pelo BEN das vacas entre o
parto e o pico de lactacdo. Esta mudanca na condicdo corporal € de fundamental
importancia, ja que os efeitos subsequentes sdo notaveis para a reproducéo
(LEBLANC, 2010; VON LEESEN et al., 2014)

A maioria das vacas leiteiras mobiliza reservas corporais de gordura no
pré-parto e inicio da lactacdo, que sdo recuperadas com o decorrer da lactacao
e, especialmente, ao longo da gestacao (FRINGENS et al., 2004).

Portanto, através do monitoramento do ECC, é possivel estimar o BEN, o
principal evento da fase de transicdo de uma vaca de alta producéo. Entre os
diferentes métodos de avaliacdo do ECC, o mais facil e mais amplamente
utilizado é o desenvolvido por Edmonson et al. (1989), exame
internacionalmente aceito para prever o estado nutricional de vacas,
principalmente aquelas de alta producéo (BERRY et al., 2007). E um método n&o
invasivo, subjetivo e rapido, baseado em avaliacdes visuais e tateis das reservas
corporais em pontos especificos do corpo da vaca, em uma escalade 1 a 5, com
subunidades de 0,25 pontos, na qual 1 equivale a uma vaca magra e 5 uma vaca
extremamente gorda (EDMONSON et al., 1989). Para o monitoramento de vacas
mesticas Bos taurus x Bos indicus, Ruas et al., (2000) criou uma escala simples
de 3 a 5 adotando 0 mesmo principio: 3 equivale a uma vaca magra e 5 uma
vaca gorda.

Eventos fisiolégicos como, por exemplo o BEN, composicao e producao
de leite e eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras sdo amplamente relacionados
ao ECC que por sua vez é consequéncia do CMS (BUTLER, 2000).

Até o primeiro terco de lactacao, a producéo de solidos totais do leite séo
produzidos a partir de reservas do tecido adiposo (BAUMAN e CURRIE, 1980).

O ECC também afeta a producdo de gordura no leite. Segundo Pedron et al.
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(1993), a maior porcentagem de gordura no leite de vacas com alto ECC ao parto
foi atribuida a maior mobilizacédo de gordura corporal na fase inicial da lactacéo,
que proporciona concentracdo elevada de acidos graxos nao esterificados na
circulacdo. Esses acidos graxos podem ser utilizados diretamente pela glandula
mamaria, juntamente com outros nutrientes provenientes da dieta para sintese
de gordura do leite.

Outros estudos também apontam que quando o ECC é baixo ha uma
diminuicdo da fertilidade (MOREIRA et al., 2000; SOUZA et al., 2008; SANTOS
et al., 2009; CARVALHO et al., 2014). A perda excessiva de ECC entre o parto
e primeira inseminacdo esta associada com baixo desempenho reprodutivo
(LOPEZ-GATIUS et al., 2003., SANTOS et al., 2009). Segundo Britt (1992), o
status de energia do animal durante o periodo pés-parto precoce pode alterar a
qualidade folicular e consequentemente a do odcito, resultando em efeitos
negativos sobre a subsequente fertilidade de vacas leiteiras em lactacéo.

Além de afetar o desempenho produtivo, fémeas que perdem mais de
uma unidade de ECC numa escala de 1-5 ap6s o parto podem reduzir também
o desempenho reprodutivo devido atraso do retorno da atividade ovarina
(CROWE, 2008), influenciado pela depressao da frequéncia de GnRH e LH pela
hipofise (GRIMARD et al., 1995; MEIKLE et al., 2004).

Das vacas de primeira cria que perdem ECC do parto até os 21 dias ap0s
o parto (2.83 — 2.54) somente 30,8% ficam gestante. Aquelas fémeas que
mantém o ECC (2.84 — 2.84) tendem a 46,9% ficarem gestantes e aquelas que
ganham ECC (2,76 — 3,01) tendem a 85,8% de ficar gestante aos 84 dias pos-
parto (CARVALHO et al., 2014). Os mesmos autores relatam que o intervalo
médio entre parto e concepcao foi de 84, 113 e 128 dias para quelas vacas que
ganharam, mantiveram e perderam ECC, respectivamente. Além disso, as vacas
gue ganharam ECC entre parto e os 21 dias pds-parto tiveram 3,0 e 2,5 vezes
mais probabilidade de conceber aos 300 dias de lactacdo em comparacao com
as vacas que perdeu e manteviveram o ECC, respectivamente.

Estudos mostram ainda que o ECC tem efeitos na qualidade de odcitos
de primiparas. O baixo ECC néo interfere na taxa de recuperacdo de 00dcitos,
mas afeta o seu desenvolvimento in vitro, representado por menores taxas de

clivagem e blastocistos (MEE et al., 2000). Baixos ECC influenciam as
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concentracfes de horménios importantes, como o IGF-I, a insulina e a leptina,

horménios que afetam o desenvolvimento oocitario (ADAMIAK et al., 2005).

2.1.13 BALANCO ENERGETICO NEGATIVO (BEN)

No inicio da lactacao, existe uma incompatibilidade entre CMS e energia
necesséria para a producao de leite e de manuten¢do do animal, ou seja, hd um
BEN. E sabido que a producéo de leite por animal vem melhorando ao longo das
tltimas décadas (LUCY, 2001), sucesso do melhoramento genético para essa
caracteristica. Porém, o sucesso da selecdo para alta producéo de leite tem sido
acompanhado por efeitos negativos, especialmente sobre o balan¢o energético
negativo, o qual é agravado no inicio da lactacao.

De acordo com Collard et al. (2000), a selecdo para caracteristicas de
producdo de leite resultou em uma mudanca de energia disponivel para a
producéo de leite chegando ao ponto de o consumo de matéria seca torna-se
insuficiente para a demanda no inicio da lactacdo. As necessidades nutricionais
mudam abruptamente ao parto e no inicio da lactacdo, onde as vacas nao sao
capazes de compensar essas crescentes demandas de energia sé pelo
consumo alimentar, resultando em BEN. Este BEN que comeca alguns dias
antes do parto e, geralmente, atinge o seu nivel mais negativo cerca de duas
semanas mais tarde, leva a necessidade de uma energia adicional para a
producdo de leite, sendo esta necessidade proveniente da mobilizacdo de
gordura corporal e do musculo esquelético (BUTLER e SMITH, 1989; BELL,
1995).

Inimeros prejuizos séo relacionados ao BEN em vacas de leite. Segundo
Walsh et al. (2011), o primeiro passo a ser tomado para a combater as causas
de infertilidade em vacas de alta producéo € minimizacdo do BEN. Entretanto,
segundo Alvarenga, et al. (2015) medidas corretas de manejo nutricional e
conforto animal (densidade animal, espago de cocho, climatizacdo) demostram
ser alternativas a serem tomadas para que as vacas apresentem um BEN
discreto, diminuindo os transtornos negativos que o BEN causa.

Vacas em BEN sdo mais propensas a desenvolver determinadas

patologias como: cetose, mastite, retencdo de placenta e deslocamento de
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abomaso, prejudicando assim a producédo de leite e fertilidade (MULLIGAN e
DOHERTY, 2008). Neste periodo, observa-se reducéo nos teores de gordura e
proteina do leite e, principalmente, a relacdo entre gordura:proteina (GRIEVE et
al., 1986; HEUER et al., 2001; FRIGGENS, et al., 2007; BUTTCHEREIT et al.,
2010).

O BEN causa reducao na fertilidade (ROCHE et al., 2009), interfere na
reducdo de sinais de estro e baixa resposta a sincroniza¢do do estro, o que pode
ser devido ao crescimento inconsistente e desenvolvimento prejudicado dos
foliculos (LUCY et al., 1992). De fato, para muitos pesquisadores o BEN € a
razdo do atraso da retomada da atividade ovariana luteal ciclica no pos-parto
(COLLARD et al., 2000; LUCY, 2001). Bauman e Currie (1980) demonstraram
que um balanco energético moderado ou elevado apresentou rendimento
negativo durante o primeiro terco (100 dias) de lactacdo em vacas leiteiras.
Autores ainda mostraram que o0 momento da primeira ovulacao € implicado pelo
BEN, que ocorre em média aos 30 dias pds-parto, mas as vacas podem
ovularem entre 17 e 42 dias poés-parto (BUTLER e SMITH, 1989, BUTLER,
2000).

Segundo Banos e Coffey, (2010) o status energético do animal é
impulsionado principalmente pelo individuo, através do CMS pelo mesmo. Os
autores observaram que as vacas produziram cerca de 92% do seu rendimento
maximo de leite na primeira semana pos-parto, mas seu consumo foi de apenas
80% de seu mais alto CMS. Bauman e Currie (1980) observaram que o BEN esta
presente até os 100 primeiros dias da lactacdo. Além disso, Beever et al. (1998)
determinaram que o BEN ocorre nas primeiras 20 semanas pés-parto. Ja Vries
e Veerkamp (2000) observaram que o BEN aconteceu durante os primeiros 41,5
dias em média, assim como os achados de Buttchereit (2011a) onde relata que
vacas primiparas apresentaram um BEN durante o primeiro 42 pos parto.
Recentemente Von Leesen et al. (2014) observaram que vacas primiparas
permaneceram em BEN pelo menos até os 20 dias poés-parto, onde
posteriormente houve uma estabilizacdo de energia em torno de 55 pos-parto e
aos 63 dias os animais passaram de BEN para balango energético positivo.

O periodo anovulatorio no pds-parto em vacas leiteiras € variavel. Em
meédia, primeira ovulacdo pos-parto ocorre em 30 dias de lactacdo (McCOY et

al., 2006). Entretanto a prevaléncia de anovulagédo pos-parto pode chegar a 60,
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40, e 30% aos 21, 49, e 60 dias de lactacéo, respectivamente (FEIXE e BUTLER,
1997; WALSH et al., 2007; GALVAO et al., 2010). O aumento da gravidade do
balanco energético negativo durante o periodo pds-parto e um intervalo mais
longo de seu nadir aumentou o risco e a duracdo da anovulagdo poOs-parto
(BEAM e BUTLER, 1997, 1998).

2.1.14 PRODUCAO E COMPOSICAO DE LEITE

O aumento repentino da producédo de leite € maior que a do aumento do
consumo de alimentos e nutrientes (GRUMMER et al., 1995), o que resulta em
periodos de balanco energético negativo no poés-parto (BELL, 1995). Para
atender o estado de BEN, ocorrem adaptacdes no uso e na conservacao da
energia no organismo da vaca (BAUMAN e CURRIE, 1980), baseadas na
obtencdo de energia a partir de novos compostos (WITTWER e GONZALEZ,
2000). Ao mesmo tempo, economia na utilizacdo de glicose por alguns tecidos
corporais (HERDT, 2000).

A producédo e a composicdo do leite de vacas mesticas Holandés x Zebu
é afetada por diferentes fatores como o nivel de manejo da propriedade, o grau
de sangue do cruzamento utilizado, o ECC ao parto, o balango energético em
gque o animal se encontra e a dieta oferecida ao animal, entre outros
(MADALENA et al., 1990; FACO et al., 2002).

Em um estudo que avaliou o desempenho de vacas mesticas em um nivel
baixo ou alto de manejo, Madalena et al. (1990) relataram producé&o de leite de
2953 kg, em 305 dias, na primeira lactacdo de vacas F1 submetidas a nivel alto
de manejo. Por outro lado, a producao foi de 2636 kg de leite, em 375 dias de
lactacdo, nas vacas submetidas a nivel baixo de manejo. A producao de solidos
do leite também foi fortemente influenciada pelo nivel de manejo. As producdes
de gordura e proteina foram de 132,4 kg e 99,8 kg nas vacas submetidas a nivel
alto de manejo e de 113,6 kg e 83,9 kg, respectivamente, naquelas submetidas
a nivel baixo de manejo.

Muitos estudos relata maior producédo leiteira de animais mesticos dos
cruzamentos 3/4 HG, 7/8 HG, comparado a animais 1/2 HG e Holandés puro por
cruza (> 15/16 H) mantidos em manejo semi intensivo (MADALENA et al., 1983;
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FACO et al., 2008; BALANCIN JUNIOR, 2014). Segundo estudo de Jacopini et
al. (2016) vacas 3/4., em 7/8 HG o pico de producéo (17,13 e 21,39 litros de leite
respectivamente) é atingido aos 49,49 e 50,46 dias respectivamente. Canaza-
Cayo et al. (2017), analisando 86.863 registros do banco de dados da associacao
brasileira dos criadores concluiram que vacas 7/8 e 3/4 tém maior performances
para a producéo de leite em relacdo aos animais de outros grupos genéticos,
diminui essa performance quando se aumenta a proporcéo do gene Gir.

Guimaraes et al. (2002) avaliando eficiéncias reprodutiva e produtiva em
vacas das racas Gir, Holandés e cruzadas Holandés x Zebu, observaram que
animais 3/4 e 7/8 Holandés x Zebu apresentaram maior producédo de leite em
comparacao aos da raca Gir. Esse fato, além de associado ao maior grau de
sangue da raca holandesa, pode estar ligado a maior adaptabilidade dos animais
mesticos ao ambiente, em comparacdo com 0s animais puros (Holandés). Faco
et al. (2002) e McManus et al. (2008), relataram dados semelhantes; observaram
maior producédo diaria de leite em vacas mesticas com maior grau de sangue
Holandés (7/8, 3/4 e 1/2 Holandés x Gir). Segundo o0s autores, essa maior
producdo esta ligada com a adaptacdo das vacas mesticas, principalmente as
1/2 e 3/4 Holandés x Gir, ao ambiente que foram submetidas ou que, nas
condi¢cdes que se desenvolveram os estudos, levando em consideracdo o
estresse nutricional e/ou térmico, sendo uns dos motivos que vacas da raca
Holandés ndo expressaram todo o seu potencial genético para a producéo de
leite.

As vacas de origem zebuina, comumente utilizadas para os cruzamentos
com a raca Holandesa, proporcionam aumento nos teores de gordura e proteina
a medida que se reduz a fracdo de genes da raca Holandesa, provavelmente em
funcdo da reducdo na producdo de leite. O efeito da heterose para esses
cruzamentos foi considerado significativo para o percentual de gordura no leite.
Apenas em sistemas de confinamento, em que os parametros de sélidos no leite
sdo mais dependentes das caracteristicas ambientais, observa-se maior
producédo de sélidos em vacas com maior fracdo genética da raca Holandesa.

O ECC também interfere na producdo de gordura no leite. Segundo
Pedron et al. (1993), a maior porcentagem de gordura no leite de vacas com alto
ECC ao parto foi atribuida a maior mobilizacéo de gordura corporal na fase inicial

da lactagéo, que proporciona nivel elevado de acidos graxos nao esterificados
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na circulacdo. Esses acidos graxos podem ser utilizados diretamente pela
glandula mamaria, juntamente com outros nutrientes provenientes da dieta para
sintese de gordura do leite (REMPPIS et al., 2011).

O balanco energético da vaca é outro fator muito importante que afeta a
composicdo do leite, e, principalmente, a relacdo gordura:proteina no leite
(GRIEVE et al.,, 1986; HEUER et al.,, 2001; FRIGGENS, et al., 2007;
BUTTCHEREIT et al.,, 2010.). A proteina do leite acompanha linearmente a
disponibilidade energética da dieta (COULON e REMOND, 1991). A
porcentagem de gordura no leite sempre € superior a porcentagem de proteina,
caracterizando uma relacdo gordura:proteina no leite superior a 1,0 (um)
(FRIGGENS et al.,, 2007). Paura et al. (2012) afirmaram que a relacdo
gordura:proteina pode ser utilizada para avaliacio do BEN e problemas
nutricionais em vacas em lactacdo. Em trabalho realizado por Buttchereit et al.
(2010), observou-se que a relacdo gordura:proteina no inicio da lactacéo foi
maior em vacas que tiveram BEN mais pronunciado. Buttchereit et al. (2010)
demonstraram uma alta relacao gordura:proteina no leite, de aproximadamente
1,4, nos primeiros dias de lactacdo. Esta relacdo apresenta constante queda até
terco médio de lactacdo (100 dias) quando essa relacdo chega a 1,05. Dessa
forma, apesar das porcentagens de gordura e proteina do leite reduzirem durante
o periodo de balanco energético negativo, a sua relagdo pode ser utilizada como
um indicador do balanco energético do animal (FRIGGENS et al., 2007;
BUTTCHEREIT et al., 2010; LOVENDAHL et al., 2010).

Frood e Croxton (1978) ja observavam que vacas que pariam com ECC
<2,75 produziam leite abaixo do seu potencial, enquanto aquelas vacas que
pariam com ECC acima de > 3,25 produzido acima de seu leite potencial para
producdo de leite. Porém Treacher et al. (1986) relataram que vacas gordas
produziram 500 kg de leite a menos durante toda a lactacdo comparada as vacas
magras. Waltner et al. (1993) observaram um aumento de 322 kg no leite durante
0s 90 primeiros dias de lactacado quando o ECC ao parto aumentou 2,0 para 3,0;
aumentou 33 kg de leite quando houve um aumento do ECC ao parto de 3,0 para
4,0 e observou que houve um decréscimo na producéo de 223 kg de leite quando
0 ECC ao parto passou de 4,0 para 5,0.

O efeito da nutricdo sobre a producado de solidos do leite tem sido mais

extensamente estudado. Fatores como fibra, tamanho da particula, relacdo
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volumoso:concentrado, nutrientes protegidos no rimen e o teor de carboidratos
nao fibrosos da dieta alteram a producdo e a porcentagem de solidos no leite.
Gonzélez et al. (2004) afirmam que o teor da fibra na dieta e a relagdo entre
volumoso e concentrado sdo os fatores que produzem maior interferéncia no
percentual de gordura no leite. O tamanho e a forma da particula ingerida afetam
0 consumo, a taxa de degradacédo e o tempo de retencédo da ingesta no rimen
(VAN SOEST, 1994).

Consumos de energia e proteina séo os fatores mais criticos que podem
afetar a producdo de leite, quando comparado aos demais nutrientes
provenientes de diferentes dietas (BRUN-LAFLEUR et al., 2010). Reduzir a
concentracdo de proteina bruta na dieta para vacas em lactacao € o modo mais
comum e pratico para diminuir as perdas de compostos nitrogenados e 0s custos
de producdo relacionados a alimentacdo. Segundo o NRC (2001), a
porcentagem de proteina no leite ndo é afetada significativamente pelo teor de
PB da dieta e é fracamente correlacionada com a quantidade de proteina no leite
(r=0,14). Contudo, se a redugdo da concentracdo de PB na dieta for
significativamente abaixo das recomendacdes, ocorre reducédo na producdo de
leite. A deficiéncia de PB na dieta (< 7%) provoca reducdo do consumo em
decorréncia ao ndo atendimento as exigéncias minimas dos microrganismos
ruminais (VAN SOEST, 1994). Isso ocorre devido ao baixo teor de nitrogénio que
limita o crescimento microbiano, provocando reducdo da digestibilidade da
parede celular, do consumo e, consequentemente, afetando o desempenho
animal (OBEID et al., 2007).

Para que haja alguma alteracdo da proteina no leite seria necessario
maior suprimento de carboidrato n&o fibroso (CNF), que resultaria em aumento
da proteina microbiana produzida, e da quantidade de aminoacidos que chegam
a glandula mamaria para a sintese de proteina. Um alto consumo de CNF
determina maior quantidade de propionato produzido no rimen, 0 que pode
reduzir o catabolismo de aminoéacidos livres para a formagé&o de proteina.

O aumento do teor de gordura no leite e mudancas no perfil proteico
podem ser alcangadas com o fornecimento de nutrientes protegidos da
degradacdo ruminal, como no caso de aminoacidos e &acidos graxos
(SANCANARI et al., 2001). Essa protecéo possibilita 0 aumento da concentracéo

plasmatica de acidos graxos nao esterificados, permitindo que acidos graxos
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sejam preservados e extraidos pela glandula mamaria e incorporados a gordura
do leite (BREMMER et al. 1997). Ou seja, existe uma variedade de aspectos
nutricionais que podem causar alteragdes no teor de gordura do leite.

2.1.15 PERFIL METABOLICO E HORMONAL NO POS-PARTO

Durante o periodo de transicéo, ha alterac6es no metabolismo das vacas
que refletem nas concentracdes de alguns metabdlitos circulantes no sangue
gue podem ser mensurados e serem monitorados pelo perfil metabolico (PAYNE
et al., 1970; PAYNE e PAYNE, 1987; GONZALEZ, 2000; WITTWER, 2000)

O perfil metabdlico, criado por PAYNE et al. (1970) € um conjunto de
dosagens sanguineas que permite quantificar a concentracdo dos metabdlitos
provenientes da mobilizacdo de tecidos corporais e com isso realizar o
monitoramento do estado fisiolégico das vacas principalmente no inicio da
lactacdo onde as exigéncias de energia, proteina e minerais sdo crescentes
(WHITAKER et al., 1999). O perfil metabdlico permite assim o diagnostico de
transtornos metabolicos, de deficiéncias nutricionais, como preventivo de
desordens latentes, além da pesquisa de problemas de saude e do desempenho
produtivo e reprodutivo de um rebanho (LEBLANC et al., 2006; DUFFIELD et al.,
2009).

Segundo Gonzalez e Silva (2006) em ruminantes, a glicose, o colesterol,
o acido graxo nao esterificado (AGNE), o beta-hidroxibutirato (BHB) sdo os
representantes do metabolismo energético; proteinas totais, albumina,
globulinas e ureia, sdo os representantes do metabolismo proteico; e célcio,
fésforo inorganico, magnésio, potassio, ferro, cobre, zinco, selénio e cobalto

representantes do metabolismo mineral.

2.1.15.1 Acidos Graxos néo Esterificados (AGNE)

Os AGNE séo produto da mobilizacdo da reserva lipidica utilizados para
suprir parte da energia deficitaria em caso de BEN (BRICKNER et al., 2007).

Uma das primeiras respostas do organismo ao BEN é a mobilizacdo do tecido
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adiposo e o tecido esquelético é capaz de utilizar AGNE para gerar energia para
sua manutencdo (OVERTON; WALDRON, 2004). Quando ha falta de energia,
maior lipélise ocorrerd comparada com a lipogénese, fazendo com que ocorra
uma maior taxa de hidrolise de triglicerideos de reserva, que por sua vez gera
AGNE e o glicerol (LAGO et al., 2004).

As concentracdes de AGNE séo consideradas a melhor ferramenta para
avaliar a intensidade do BEN e altas concentragbes indicam excesso de
mobilizacdo de reservas corporais e BEN pronunciado (GRUMMER, 1995;
DRACKLEY, 1999; OSPINA et al., 2010a). Portanto, a concentracdo de AGNEs
€ o reflexo da magnitude de mobilizacdo das reservas corporais e comeca a
aumentar alguns dias antes do parto, tendo como objetivo fornecer energia para
suprir as necessidades do organismo (BELL 1995, DUFFIELD e LEBLANC 2009,
LEBLANC, 2010).

Leblanc et al. (2005) relataram que h& aumento na concentracdo de
AGNE 15 dias antes do parto, normalmente seu pico ocorre no dia do parto e
posteriormente ha um decréscimo natural, associado ao aumento no consumo
alimentar. Ospina et al. (2010b) propuseram alguns valores de referéncia: no
pré-parto, os valores devem ser menores que 0,29 mEg/L e no pés-parto o nivel
critico fica em 0,57 mEq/L.

Os AGNE estéo relacionados a disturbios adversos sobre a reproducao.
Existem evidéncias de que o ovario pode acumular seletivamente AGNE de
maneira que a concentracdo encontrada no plasma se correlaciona com 0s
niveis medidos em fluido folicular (COMIN et al.m 2002; LEROY et al., 2005;
CHILDS et al., 2008; FOULADI-NASHTA et al., 2009). AGNE durante o periodo
de BEN afeta negativamente a proliferacdo de células da teca, induzindo efeitos
inibitérios sobre células da granulosa de bovinos e a producédo de progesterona
reduzida in vitro (VANHOLDER et al., 2006)

Segundo Canfield e Butler, (1990) os AGNE atuam como mensageiros
metabodlicos no hipotalamo e na hipéfise que podem afetar a secrecdo de
gonadotrofinas, sendo assim um dos motivos no retardo da atividade ovariana
luteal pos-parto. Leroy et al. (2005) observaram efeito negativo da adi¢cdo de
diferentes acidos graxos sobre a maturacéo de odcitos in vitro em concentracoes
semelhantes as observadas no fluido folicular de vacas em BEN, com reducédo

das taxas de clivagem e de producgao de blastocistos. Outros estudos in vitro,
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mostraram que concentracdes de AGNE similares aquelas presentes no fluido
folicular de vacas em BEN exercem efeito negativo sobre a viabilidade e a funcéo
de células da granulosa e da teca (LEROY et al., 2006; VANHOLDER et al.,
2006).

2.1.15.2 Glicose

Os bovinos sédo animais adaptados para a digestdo de forragens. Os
microrganismos do rimen séo responsaveis pela fermentacdo dos acidos graxos
volateis e podem ser oxidado para obtencdo de energia. A glicose é um dos
principais produtos da digestdo de carboidratos no rimen onde é rapidamente
fermentada em acido graxo volatil. Além de fermentacdo dos acidos graxos
volateis, a proteina e a gordura sao absorvidas pelo intestino e utilizadas para a
sintese da proteina e de gordura do leite.

Segundo Bell et al. (1995), a cada kg de leite produzido pela vaca séo
necessarios 72 g de glicose, onde a sua maioria € convertida em lactose.
Entretanto, no inicio da lactacéo, a fermentacdo dos acidos graxos volateis sé
atende cerca de 85% das necessidades de glicose, causando um déficit diario
de 500 g de glicose (BELL, 1995). Esse déficit de 15% de glicose no inicio da
lactacdo faz com que aconteca a mobilizacdo das reservas corporais de proteina,
principalmente do masculo esquelético, disponibilizando aminoacidos que seréo
utilizados na gliconeogénese hepatica (BELL, 1995; DRACKLEY, 1999).

A baixa taxa de crescimento embrionario ou fetal em vacas em lactacao
com baixas concentracbes sanguineas de glicose pode ser um mecanismo
importante para explicar a perda da gestacdo (LUCY et al., 2014). Moore et al.
(2014) avaliaram vacas com alta e baixa fertilidade e observaram que aquelas
consideradas com alta fertilidade apresentaram maiores concentracdes de
glicose no dia do parto e uma semana pos-parto. Ainda, Cardoso et al. (2013)
observaram que maiores concentragfes de glicose no sangue na terceira e
guarta semanas pos-parto foram associadas com menor intervalo entre parto e
concepcao. Green et al. (2012) também observaram que as vacas que

conceberam a primeira inseminagédo pos-parto tiveram maiores concentracoes
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de glicose durante os primeiros 30 dias pos-parto em comparagdo com as vacas
gue ndo concebeu a primeira inseminacao.

Cummins et al. (2012) n&o observaram diferenca na concentracao de
glicose no pos-parto em vacas de alta e baixa fertilidade, porém as
concentracfes de insulina e IGF-I foram maiores nas vacas de alta fertilidade.
Entretanto, Moore et al. (2014) observaram que as concentracdo média de
glicose foi significativamente maior nas vacas com alta fertilidade em
comparagao com vacas de baixa fertilidade entre as semanas -2 a 3 em relagao
ao parto (3,40 vs 3,01 mmol / L). Portanto, existe uma associagao positiva entre
a concentracdo circulante de glicose durante o periodo pds-parto imediato e
probabilidade de concepcéo a primeira inseminacéo pos-parto (GARVERICK et
al., 2013).

Grummer et al. (1994) observaram que quantidades crescentes de
propilenoglicol aumentou linearmente as concentracdes de glicose e insulina e
diminuiu o AGNE no plasma. Butler et al. (2006) avaliaram o efeito da
administragao de propilenoglicol, um precursor gliconeogénico, sobre o balango
energético, a condicdo metabodlica e o desenvolvimento da primeira onda
folicular de vacas em lactacdo. Estes observaram maiores concentracoes
plasmaticas de insulina e menores concentracbes de AGNE nas vacas que

ovularam o primeiro foliculo dominante.

2.1.15.3 Insulina

Ainsulina é um importante horménio metabdlico relacionado com o estado
nutricional do animal. Sua liberacdo € pelo pancreas durante a absorcdo de
nutrientes da dieta sendo responsavel pelas reacdes anabdlicas do organismo.
No figado, a insulina é responsavel pela producdo de IGF-I, sob estimulo do
horménio do crescimento (GH) (BUTLER et al., 2003). O GH é um horménio
protéico anabolizante secretado pelas células da hipéfise anterior, age
principalmente na cartilagem epifisaria e auxilia no crescimento esquelético e na
musculatura, aumentando a massa muscular. O GH age de forma direta ou pode

se ligar aos seus receptores (GHR), ou ainda, de forma indireta pelo estimulo da
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producdo dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF) (PARK e
VANDERHOOF,1996).

No inicio da lactacao, a concentracdo de insulina esta baixa, ndo havendo
resposta de recuperacao pelo organismo devido a priorizacdo na captagéo de
glicose pela glandula mamaria visando a producéao de leite (BAUMAN e CURIE,
1980; BELL, 1995). Porém, a reducdo das concentracfes plasmaticas de
insulina sdo observadas ainda no pré-parto e se estendem até as primeiras
semanas de lactagdo (WATHERS et al., 2007) ou quando a vacas passam por
restricdo alimentar (CARLSON et al, 2006; CHAGAS et al, 2008;
FERRARETTO et al., 2014).

Garnsworthy et al. (2009) descreveram a concentracdo plasmatica média
entre 0,4 e 0,49 ng/mL dependendo da dieta nos primeiros 120 dias pés-parto.
Adiamak et al. (2005) citam concentracfes entre 0,42 - 0,86 ng/mL em bovinos
com baixo ECC e faixas de 0,70 para 1,88 ng/mL em bovinos com ECC
moderados. As concentracdes de insulina tendem a ser maiores no periodo pré-
ovulatério (0,3-0,72 ng/mL) em comparacdo com foliculos subordinados (0,12-
0,17 ng/mL), mas a concentracdo basal de insulina circulante é influenciadas
pela dieta, independentemente do estagio de foliculo (LANDAU et al., 2000).

A insulina nas células do ovario tem efeitos mitogénicos, e estimulam a
producéo de P4 pelas células da granulosa, a producéo de estradiol nas células
da teca e a producao de P4 pelo corpo lateo (SPICER e ECHTERNKAMP et al.,
1995). Estudos in vitro demontraram que cultura das células da granulosa de
bovinos com concentragfes fisiolégicas de insulina levou a um aumento da
producdo de estradiol e proliferagdo celular das células da glanulosa
(GUTIERREZ et al., 1997; ARMSTRONG et al., 2002). Ainda, 0 aumento das
concentracbes de insulina estimula a dinamica folicular e producédo de
estrogeno pelas células da granulosa de foliculos pequenos em bovinos
(ARMSTRONG et al., 2002).

GONG et al. (1993) observaram que a dieta energética aumentou as
concentracOes circulantes de insulina e aumentou a proporgédo de vacas que
tiveram a primeira ovulacdo dentro os primeiros 50 dias pos-parto, reduzindo os
intervalos do parto a primeira ovulacdo. O aumento das concentracfes

plasmaticas de insulina elevou as concentracdes plasmaticas de estrogeno,
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produzido pelo foliculo dominante da primeira onda folicular, no pés-parto de
vacas leiteiras (BUTLER et al., 2004).

Sales et al. (2015), estudando vacas da raca Gir e Holandés nao lactantes
observaram que, vacas suplementadas com alta energia por mais de 100 dias
apresentam maiores concentracdes de insulina plasmatica comparadas com
vacas que receberam dieta de mantenca. Os autores observaram que vacas da
raca Gir apresentam maiores concentracdes de insulina do que as vacas da raca
Holandés (30,0 + 2,5 vs 10,7 £ 1,1 pUI/mL respectivamente).

A IGF-I e insulina associada com os hormdnios reprodutivos interagem na
atividade ovariana desde a fase inicial de crescimento do foliculo (recrutamento),
desenvolvimento, bem como no processo de selecao do foliculo dominante até

0 mesmo chegar a ovulacdo (SARTORI et al., 2016).

2.1.15.4 IGF- |

Estudos demonstraram os efeitos do IGF-I sobre a reproducao
(DAFTARY; GORE, 2005; GONG et al., 1997; SCARAMUZZI| et al., 1999;
KONIGSSON et al., 2008). Assim como outros horménios metabdlicos, o IGF-
apresenta-se desregulado na fase mais critica da vida de uma vaca leiteira
(BELL, 1995).

Existem os IGF-1 e -2, porém de acordo com OGILVY-STUART et al.
(1998) acredita-se que o IGF-I seja o maior determinante do crescimento e
mediador do GH. A ac¢do anabdlica do IGF-I é similar & da insulina, consistindo
no estimulo celular para a absorgcéo de aminoécidos e glicose (PHILLIPS, 1998).
Porém o IGF-I é um sinalizador que avisa a existéncia de nutriente disponivel
para a célula, e estimulara a sintese protéica e a proliferacdo celular
(CLEMMONS, 2012). Os IGFs encontram-se ligados a proteinas carreadoras, as
IGFBP (GOMES et al., 2009), sendo o GH o responsavel pelo aumento das
concentracdes séricas dessa glicoproteina carreadora (BOISCLAIR et al., 2001).
Estas protegem o IGF-I da degradagao, aumentando assim o seu tempo de vida
e os seus efeitos (COLLETT-SOLBERG e COHEN, 1996; KOISTINEN et al.,
1996).



58

Receptores de GH diminuem no figado apés o parto, reduzindo as
concentracbes plasmaticas de IGF-I, provocando aumento do GH sérico por
retroalimentagéo negativa (RADCLIFF et al., 2003). Essas altas concentra¢des
de GH e as baixas de IGF-I no sangue favorecem um estado catabdlico, fazendo
com que a vaca suporte a producéo leiteira no pés-parto imediato (LUCY et al.,
2001). Entretanto a producéo de IGF-I normaliza-se ap6s o periodo de BEN,
diante da elevacéo da insulina circulante (LUCY, 2000).

As concentracdes de IGF-I sdo crescentes ao longo da foliculogénese em
bovinos provavelmente, por este fator de crescimento exercer um papel decisivo
na selecdo e dominancia folicular (GINTHER et al., 2002). Ainda 0s mesmos
autores demonstraram que uma injecao intrafolicular de IGF-I no segundo maior
foliculo (na divergéncia) da onda folicular, fez com que este se tornasse o foliculo
dominante e chegasse a ovulacéo.

Concentracfes elevadas de IGF-I nas duas primeiras semanas apos 0
parto foram encontradas em vacas que tiveram a atividade ovariana no pés-parto
retomada, destacando o papel importante de IGF-I de sinal tdo sensivel entre o
metabolismo e reproducédo (KONIGSSON et al. 2008).

Segundo Gong et al. (1997), existe correlacédo entre o IGF-I com o estado
metabdlico de ruminantes, pois a administracdo de insulina eleva as
concentracdes de IGF-I plasméticos e intrafoliculares em vacas. O IGF-| estimula
a producdo de GnRH e LH refletindo na ovulacdo e na esteroidogénese
(SCARAMUZZI et al., 1999; DAFTARY e GORE, 2005). Desta forma, o IGF-I
juntamente com o estradiol atua modulando a secre¢éo do LH, o qual é essencial
no processo de ovulagdo (XIA et al, 2001). Quando ocorre baixas
concentracdes de IGF-I e insulina, o foliculo ndo produz estradiol suficiente para
provocar o pico de LH e a ovulacdo (BEAM; BUTLER, 1999), podendo levar o
aparecimento de cistos ovarianos (KAWASHIMA et al., 2007). Outra funcéo
importante do IGF-1 é a protecdo das células ovarianas da apoptose (LUCY et
al., 2001; WASIELAK e BOGACKI, 2007; HRABIA et al., 2011).

Vacas com deficiéncia de receptores de GH apresentaram reducdo nos
nas concentragfes plasmaticas de IGF-I, menor numero de foliculos antrais e
parada no desenvolvimento folicular (CHASE et al., 1998). Estudos in vitro
demonstraram que o IGF-1 em combinacdo com as gonadotrofinas, aumenta as

taxas de maturacdo oocitaria, elevando a subsequente competéncia desses
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oocitos ao desenvolvimento embrionario (HARPER e BRACKETT, 1992). Além
disso, a adicdo de IGF-1 ao meio de cultivo durante a maturacéo e fertilizacéo in
vitro aumentaram a taxa de formacao de blastocisto, indicando que esse o IGF-
| esta envolvido na maturacao oocitaria em bovinos e ovinos (WALTERS et al.,
2006; SHABANKAREH e ZANDI, 2010).

2.1.15.5 Ureia

Uma maneira de aumentar a produtividade de leite € elevar as
concentracdes de proteina bruta da dieta. A alta ingestao de proteina degradavel
e 0 baixo consumo de energia ira resultar em um acimulo de amonia excessiva
no rumen, que é tranformada em uréia no figado (LEROY et al., 2008a;
SINCLAIR et al., 2000), o que pode causar BEN poOs-parto, reduzindo assim a
fertilidade (LEROY et al., 2008a; BUTLER, 1998). Portanto, concentracdes
elevadas de proteina na dieta podem causar um baixo desempenho reprodutivo
(BUTLER et al., 2003; MELENDEZ et al., 2003; KENNY et al., 2002; MCNALLY
et al., 2014).

Altas concentracfes de proteina na dieta ndo tem impacto negativo sobre
o reinicio da atividade ovariana ciclica em vacas pés-parto. No entanto, vacas
com concentracdes de nitrogénio de uréia no pasma superior a 20 mg / dL
apresentam reducdo nas taxas de concepcdo, devido a toxicidade de
subprodutos do catabolismo proteico (aménia e ureia) sobre o o6cito e 0 embrido
(BUTLER et al., 1996; MELENDEZ et al., 2003; LEROY et al., 2008a). Segundo
Butler (2000), valores de ureia plasmética acima de 57 mg/dL séo associados a
diminuicdo da fertilidade em vacas leiteiras, por alterar os teores de ureia, Mg,
K, P, Zn e pH no utero.

Odcitos recuperados de doadoras com elevadas concentracdes de
amoOnia tanto no soro quanto no fluido folicular apresentaram baixa taxa de
maturacdo e baixas taxas de fertilizagdo e de clivagem in vitro (LEROY et al.,
2008a; HAMMON et al., 2000a), bem como afetou a viabilidade embrionéaria no
utero (RHOADS et al., 2006); no entanto, o efeito dependera do momento e a
duracéo da exposicdo (HAMMON et al., 2000b). Segundo Rooke et al., (2004),

as células da granulosa expostas a elevadas concentracfes de amoénia perdem


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-204X2016000100076&script=sci_arttext&tlng=pt#B7

60

a capacidade de suportar a maturacao oocitaria in vitro. Em vacas no periodo de
poOs-parto precoce existe uma boa correlacdo entre as concentraces de ureia
no plasma e fluido folicular (LEROY et al 2004; LEROY et al 2008a).
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O objetivo deste estudo foi avaliar a puberdade de novilhas leiteiras e os

diferentes parametros produtivos e reprodutivos de vacas primiparas mesticas

leiteiras no pds-parto imediato.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar parametros reprodutivos de novilhas mesticas Holandés x Gir
aleitadas com quatro diferentes dietas com diferentes niveis de matéria

Seca,

Avaliar diferentes parametros produtivos e de consumo, bem como
determinar o balan¢o energético de vacas primiparas mesticas Holandés

x Gir (3/4 e 7/8) no pos-parto submetidas a dois niveis de energia na dieta;

Avaliar o efeito de niveis alto e baixo de energia na dieta de novilhas
mesticas (3/4 and 7/8 HG) sobre o perfil metabdlico e hormonal, bem
como sobre a producdo de odcitos e embrides durante a fase inicial do

pos-parto.

4 HIPOTESES

¢ Novilhas aleitadas com maior teor de matéria seca na dieta anteciparédo a

ciclicidade em consequéncia sua puberdade, entrando mais cedo em vida

produtiva;

e Vacas primiparas alimentadas com maior teor de energia na dieta terdo

melhor consumo de matéria seca, melhores indices de produtividades de
leite e seus componentes, ainda reduzirdo o balanco energético negativo

bem como seus efeitos negativos;
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e Vacas primiparas alimentadas com maior teor de energia na dieta
apresentardo melhor perfil metabdlico e hormonal, assim como melhores

taxas de oodcitos viaveis e embrides;

5 CAPITULO 2
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Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar parametros reprodutivos de novilhas aleitadas
com quatro diferentes dietas na fase pré-desmama. Bezerras do cruzamento Holandés x
Gir (n=60) foram distribuidas em quatro tratamentos experimentais considerando o nivel
de matéria seca no leite (T1 = 13,5%, T2 = 16,1%, T3 = 18,2% e T4 = 20,4%) na fase de
aleitamento. A puberdade foi determinada através de anélise semanal das concentragdes
circulantes de progesterona. A idade média na puberdade foi semelhante entre os
tratamentos (305,7 £ 4,73 dias), assim como 0 peso na puberdade (285,8 + 3,41 Kg).
Todas as novilhas deste estudo foram puberes antes de atingirem 350 kg de peso vivo.
Quando as novilhas atingiram 250 kg de peso vivo, foram iniciadas avalia¢des quinzenais
do trato reprodutivo, realizadas por palpacgéo transretal e ultrassonografia. Os seguintes
parametros foram avaliados: tbnus uterino, didmetro dos cornos uterinos, tamanho dos

ovarios, didmetro do maior foliculo ovariano, ocorréncias de ciclos estrais curtos e taxa



91

de concepcdo. N&o se observou efeito (P>0,05) da dieta de aleitamento oferecida com
quatro diferentes teores de matéria seca no leite integral no escore do tonus uterino (4,4
+ 0,38), didmetro uterino (13,43 £ 0,66 mm) e didmetro do ovario (20,16 + 1,37mm), no
entanto, a ocorréncia de ciclos curtos foi observada em menor frequéncia em novilhas do
T4 em relacdo ao T1 e T3. O aumento de solidos totais no leite integral pela adigdo de
sucedaneo de leite até 20,4% durante o periodo pré-desmame foi relacionado a maior
diametro do foliculo ovariano observado em dia aleatorio da onda folicular ea promoveu

maior fertilidade apds a primeira inseminacao artificial.
Palavras-chave: puberdade, concepc¢éo, nutri¢ao, bovino

Abstract: The objective of the study was to evaluate reproductive parameters of heifers
fed with four different diets in the pre-weaning stage. The objective of the study was to
evaluate reproductive parameters of heifers fed with four different diets in the pre-
weaning stage. Crossbred Holstein x Gyr cows (n = 60) were distributed in four
experimental treatments consisting of increasing levels of dry matter containing in their
liquid feed (T1 = 13.5%, T2 = 16.1%, T3 = 18.2% and T4 = 20.4%). Puberty was
determined by weekly analysis of circulating concentrations of progesterone. The average
age at puberty was similar between treatments (305.7 £ 4.73 days), and so was the weight
at puberty (285.8 + 3.41 Kg). All heifers of this study were pubertal before reaching 350
Kg body weight. When heifers reached 250 kg BW they were introduced to biweekly
reproductive tract evaluation, performed via transrectal palpation and ultrasonography.
The following parameters were evaluated: uterine tonus, uterine horn thickness, ovarian
size, diameter of the largest ovarian follicle, occurrences of short estrous cycles, and
conception rate. There was no effect (P> 0.05) of the diet offered with four different
contents of dry matter in the whole milk in uterine tonus (4.4 £ 0.38), uterine horn
thickness (13.43 £ 0.66 mm) and ovary size (20.16 £ 1.37 mm), but short estrous cycles
were less frequently observed on T4, in comparison with T1 and T3 The increase of total
solids in whole milk by the addition of milk replacer up to 20.4% during the pre-weaning
period was related to a larger size attained by the largest ovarian follicle in a random day

of the follicular wave , and promoted higher fertility after the first artificial insemination.

Keywords: puberty, conception, nutrition, bovine

Introducéo
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O aumento da ingestao de nutrientes liquidos durante o periodo pré-desmame ou
de amamentacdo demonstrou melhorar o desempenho (Shamay et al. 2005, Rincker et al.
2011, Azevedo et al. 2016) e saude (Ollivett et al. 2012) de bezerras. A ingestéo ad libitum
de leite integral ou sucedaneo do leite durante os primeiros 40-60 dias de vida, em
oposicdo a ingestdo restrita, promove um crescimento acelerado (Jasper e Weary 2002,
Schéff et al. 2016, Shamay et al. 2005) e aumenta 0 metabolismo anabdlico (Schaff et al.
2016).

O aumento da producao de leite na primeira lactacdo em vacas pode ter um efeito
duradouro, sendo este promovido por um plano nutricional intenso acompanhado por um
maior ganho de peso médio diario durante o inicio da vida (Soberon et al. 2012, Shamay
et al. 2005). Regimes de alimentacdo pré-desmama em bezerras tambeém parecem
programar o desempenho reprodutivo na vida adulta do animal. Fato este justificado pelos
resultados de estudos aonde observaram associagdes entre alimentacdo intensa durante o
periodo de amamentacdo com idade mais precoce na puberdade (Rincker et al. 2011,
Shamay et al. 2005) ou no primeiro parto (Raeth-Knight et al. 2009, Bar- Peled et al.,
1997). Por outro lado, outros autores ndo observaram efeito do aumento da ingestdo de
nutrientes durante a infancia sobre a puberdade (Lage et al. 2017), primeiro estro (Bar-
Peled et al. 1997), primeira gestacdo (Terré, Tejero e Bach 2009) ou primeiro parto
(Kiezebrink et al. 2015, Rincker et al. 2011, Shamay et al. 2005) e nas taxas de concepc¢ao
(Rincker et al. 2011, Bar- Peled et al. 1997, Terré et al. 2009). Esse dado controverso é
provavelmente resultado de uma série de fatores que afetam o desenvolvimento puberal
e a fertilidade, e indica o quédo desafiador pode ser determinar como a nutri¢ao no inicio
da vida poderia afetar o desempenho reprodutivo na vida adulta do animal.

A otimizacdo do desempenho reprodutivo em novilhas é desejavel, ndo apenas
devido ao fato que a fertilidade e a idade ao primeiro parto sdo fatores determinantes para
a vida produtiva da fémea, mas também porque falhas na reproducéo implicam em perdas
econdmicas importantes, especialmente quando a inseminacao artificial é adotada. Em
novilhas, a capacidade de conceber e levar uma gestacdo a termo depende da ocorréncia
da ovulagdo, seguida de uma fase latea de duracdo normal (Kinder et al., 1987; Moran et
al., 1989).

Os esterdides ovarianos sdo importantes estimuladores do desenvolvimento do
trato reprodutivo feminino, o que ocorre marcadamente durante os 50 dias anteriores a
primeira ovulacdo (Day et al., 1987). A fertilidade completa de uma novilha é geralmente

obtida ap0s a terceira ovulacdo (Byerley et al., 1987), e acredita-se que ela resulte da
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maturagdo uterina pds-puberal, que ocorre apds estimulagdo sequencial por estradiol e
progesterona. O desenvolvimento do trato reprodutivo peripuberal é caracterizado pelo
aumento da genitalia tubular e dos ovarios, aumento do tamanho maximo atingido pelos
foliculos dominantes e aumento do tdnus uterino e esses parametros tém sido utilizados
para determinar a maturidade reprodutiva e orientar a decisdo sobre o0 momento de gestar
uma novilha. A relagéo entre o desenvolvimento do trato reprodutivo e a nutri¢cdo precoce
em bovinos ainda néo foi estabelecida.

O presente artigo trata-se da continuacdo de um estudo conduzido com bezerras
mesticas alimentadas com quantidades crescentes de substituto de leite em p6 adicionado
ao leite integral durante o periodo de amamentacdo. Dados relacionados ao crescimento
e desempenho, eficiéncia alimentar, metabolismo da glicose, idade a puberdade,
quantidade de gordura na glandula mamaria durante os periodos pré e pds-desmame
foram publicados anteriormente (Azevedo et al. 2016, Furini etal. 2018, Lage etal. 2017).
Sendo assim, o objetivo do presente artigo foi avaliar se 0 aumento da ingestdo de
nutrientes no inicio da vida da fémea no desenvolvimento do trato reprodutivo e assim
determinaria em uma maior fertilidade quando da realizacdo da primeira inseminacgéo

artificial.

Material e métodos

O experimento foi realizado nas instalacGes da Fazenda Experimental da Embrapa
Gado de Leite, em Coronel Pacheco, Brasil. Todos os procedimentos relacionados a
animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso para Animais da Embrapa
(CEUA), protocolos nimeros 06/2014 e 21/2014.

Cinquenta e oito novilhas mesticas Holandés x Gir (até 3/8 Gir) foram
inicialmente utilizadas no estudo. As novilhas receberam 3 Litros de colostro no primeiro
dia de vida e entre os dias 2 a 5 de vida receberam 6 Litros por dia de leite bovino integral
(12,6% MS, 25,6% PB). No quinto dia de vida, as fémeas foram divididas em quatro
tratamentos experimentais, sendo estes constituidos por diferentes niveis crescentes de
matéria seca no aleitamento. O ajuste da matéria seca foi realizado adicionando-se
sucedaneo de leite (Sprayfo Violet SSP, Sloten BV, Deventer, Holanda; 89,3% MS,
21,2% PB) ao leite integral sendo que o teor real de matéria seca dos tratamentos foram
0s seguintes: T1 =13,5%, T2 =16,1%, T3 =18,2% e T4 = 20,4%.

As novilhas foram alocadas individualmente e recebiam 6 Litros de leite por dia,

em duas refeicdes, sendo esta dieta mantida até quando completaram 55 dias de vida.
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Posteriormente, até completarem 60 dias de vida e serem desmamadas, passaram a
receber 3 litros de leite por dia. Um concentrado inicial (Soylac Rumen 20% Flocculated,
Total Alimentos, Trés Coracdes, Brasil) foi oferecido ad libitum desde o dia 2 de vida até
completarem 90 dias de idade a todos os animais. Silagem de milho foi oferecida ad
libitum a partir dos 70 dias de vida até o final do experimento. A partir dos 90 dias, as
novilhas foram realocadas em piquetes coletivos (14-15 animais/piquete), onde era
ofertado silagem de milho e 2 kg de concentrado (21% PB) por animal por dia. Esta dieta
foi mantida até o final do experimento. Agua era oferecida ad libitum durante todo o
periodo do estudo.

O desempenho ponderal das novilhas foi caracterizado pelo aumento linear do
peso corporal, medidas biométricas e ganho médio diario relacionado ao aumento das
concentracdes de solidos totais da dieta liquida até o dia 60 de vida (Azevedo et al. 2016);
entretanto, em estagios posteriores da fase de criacdo (120 dias até a puberdade), o peso
corporal e as medidas, assim como o desempenho nutricional, foram semelhantes entre
os tratamentos, com excecdo da altura de garupa (diferente até os 120 dias) e
circunferéncia toracica (diferente até os 180 dias - Lage et al., 2017). Detalhes
relacionados ao manejo nutricional, bem como a composicado de nutrientes e a ingestao
de leite integral, sucedaneo do leite, silagem de milho e concentrado e desenvolvimento
ponderal foram publicados anteriormente (Lage et al. 2017, Azevedo et al. 2016).

A avaliacdo do peso corporal foi realizada semanalmente ate a detec¢do da
puberdade. A avaliacdo da puberdade (ocorrida em media aos 305,7 + 4,7 dias de idade e
aos 285,8 = 3,4 kg de peso vivo, sem variagdo entre tratamentos), foi previamente
determinada (Lage et al., 2017) através de analise semanal das concentracgdes circulantes
de progesterona, pela técnica de radioimunoensaio de fase sélida (ImmuChem Coated
Tube, ICN Pharmaceuticals Inc., Costa Mesa, CA), sendo o dia da puberdade estabelecido
como o dia da elevagdo da concentragcdo plasmatica de progesterona > Ing/ml, na
condigdo de que na semana seguinte fosse também observada concentragdo novamente >
1ng/mL (Lageetal., 2017). Nos eventos em que houve elevagéo de progesterona> Ing/ml
sem consecutividade na proxima semana, este evento foi caracterizado como um ciclo
ovariano curto.

A partir do momento que as novilhas atingiram 250 Kg de peso vivo, estas foram
submetidas a avalia¢Ges do trato reprodutivo, por meio da palpagéo transretal, associada
a ultrassonografia. Estas avaliacGes foram entéo realizadas cada 14 dias, utilizando-se

aparelho de ultrassom acoplado a uma sonda linear de 7,5 MHz (DP 2200 Vet®, Mindray,
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China), operado por um técnico experientes. Os seguintes parametros foram avaliados:
tonus uterino, didmetro do corno uterino (no local imediatamente cranial a bifurcagdo dos
cornos), tamanho dos ovarios e diametro do maior foliculo ovariano.

O tbnus uterino foi avaliado por palpacéo transretal, sempre pelo mesmo técnico,
seguindo a metodologia definida por Anderson et al. (1991), respeitando a seguinte
escala: grau I- flacido; grau Il- pouco flacido; grau Ill- pouco tbnus; grau IV- ténus
moderado e grau V- ténus targido. A determinacdo do diametro do corno do utero foi
realizada posicionando-se o transdutor acima do terco médio de cada corno (direito e
esquerdo), causando pressdo minima, para entdo evitar a deformacdo do mesmo. Foi
medida o didmetro (mm) de cada corno (direito e esquerdo) e calculada a média dos
mesmos. As dimensdes dos ovarios e foliculos (mm) foram obtidas em momento aleat6rio
da onda folicular (por ndo haver controle da dinamica folicular neste experimento) a partir
da imagem ultrassonografica, com as medidas de altura e comprimento, utilizando a
férmula: (maior raio +menor raio)/2.

Uma vez que as avaliacbes ginecoldgicas foram realizadas a cada 14 dias, mas as
coletas de sangue para avaliacdo de progesterona, a cada sete dias, o dia da puberdade
(dia 0) de parte das novilhas ocorreu no mesmo dia de uma avaliacdo ginecoldgica, ao
passo que, em outra parte das novilhas, o dia da puberdade foi determinado em semana
intermediaria a duas avaliacBes ginecoldgicas. O numero de observacbes dos dados
obtidos na avaliacdo ginecoldgica em diferentes momentos relacionados a semana da
puberdade encontra-se na Tabela 1.

As avaliacdes foram realizadas até que as novilhas fossem destinadas para um
protocolo de IATF. O protocolo de IATF foi atribuido a novilhas que atingiram 0s
seguintes parametros: peso corporal minimo de 350 kg e deteccdo de corpo luteo (CL)
em pelo menos duas semanas de avaliacdo reprodutiva apos a deteccdo da puberdade.
Dessa forma o n (total de 53) utilizado para as avaliagdes relacionadas a utilizagdo da
IATF foi de, respectivamente, para os tratamentos T1, T2, T3 e T4, de 14, 14,12 e 13.

As novilhas passaram por sincronizacdo de estro e inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF), seguindo o protocolo apresentado na Figura 1. Todas as etapas do
protocolo foram realizadas as 8 h. As palhetas de sémen congelado utilizadas foram
oriundas de central de Inseminacdo Artificial, sendo utilizada a mesma partida de um
mesmo reprodutor. Aos 30 dias apos a IATF foi realizado o diagndstico de gestacdo por

meio da ultrassonografia. Aquelas que ndo ficaram gestantes foram ressincronizadas e
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inseminadas somente mais uma vez seguindo o0 mesmo protocolo de IATF e inseminada
com 0 mesmo sémen utilizado anteriormente.

Os dados foram analisados usando SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC). As
variaveis do escore do tonus uterino, do didmetro do corno uterino, do didmetro ovariano
e do maior foliculo ovariano foram analisadas pelo PROC MIXED do SAS. Variaveis
discretas (incidéncia de ciclos curtos, fertilidade apo6s a primeira 1A e fertilidade ap6s a
segunda 1A) foram analisadas pelo teste do qui-quadrado. Um valor de P igual ou menor

que 0,05 foi considerado significativo.

Resultados e Discussao

Né&o foi observado efeito (P>0,05) da dieta de aleitamento oferecida com quatro
diferentes teores de matéria seca no leite integral nas variaveis escore do tdnus uterino,
didmetro uterino e diametro do ovario, mas houve efeito da idade para as duas primeiras
variaveis supracitadas. Nas figuras 2, 3 e 4 sdo apresentadas as médias das respectivas
variaveis no decorrer das semanas antes e ap0s a puberdade. Observou se aumento
progressivo esperado do ténus uterino até 0 momento da puberdade, ndo havendo efeito
significativo até o fim do estudo (Figura 2).

A média do didmetro do maior foliculo foi 10,84 £+ 0,75 mm e foi observado efeito
(P<0,05) para tratamento. Novilhas do T4 apresentaram maior diametro do foliculo,
guando comparado com o T1, porém semelhante aos animais do T2 e T3 (Figura 5).
Novilhas do T4 apresentaram menor incidéncia de ciclos curtos (P<0,05) quando
comparados com T1 e T3, sendo semelhante a T2 (Figura 6).

A taxa de concepc¢do dos animais independente dos aleitamentos recebido foi de
87%. Quanto a taxa de concepcdo na primeira IA, novilhas do T3 e T4 apresentaram
maiores taxas (Figura 7). E quando submetidas a mais uma IA, novilhas do T2
apresentaram menor taxa de concepc¢ao que os demais tratamentos (Figura 8).

A oferta de maiores teores de matéria seca as bezerras determinou aumento da
fertilidade das fémeas puberes quando submetidas a um protocolo de IATF. Estes achados
sdo inéditos na literatura quando comparados a outros estudos. Estudos anteriores, sdo
baseados em analises de registros reprodutivos, aonde ndo apresentam controle de
diferentes fatores, como do reprodutor utilizado, método de acasalamento, diferengas na
categorizacao do escore do trato reprodutivo utilizado e efeito do tempo entre a puberdade

e 0 primeiro servico, o que torna dificil a comparacdo com os dados do presente estudo.
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Alguns estudos, utilizando substitutos de leite enriquecidos com energia e
proteina oferecidos durante o periodo de amamentacéo foram associados a idade precoce
na puberdade (Rincker et al. 2011) ou a menor idade ao primeiro parto (Raeth-Knight et
al. 2009) em fémeas bovinos leiteiras. Da mesma forma, permitir bezerros amamentar em
suas maes trés vezes ao dia resultou em maior ganho de peso médio diario durante esse
periodo e menor idade no primeiro parto, quando comparados com contrapartes
recebendo somente substituto de leite e concentrado nos primeiros 42 dias de vida (Bar-
Peled et al., 1997). Por outro lado, idade mais precoce na puberdade (Lage et al. 2017) ou
no primeiro estro (Bar-Peled et al. 1997) e maior fertilidade (Rincker et al. 2011, Bar-
Peled et al. 1997) ndo puderam ser observados em outros estudos que desafiaram bezerros
com nutri¢do intensa mais cedo na vida. Contudo, ha indicios que algum mecanismo
gerado no Utero e influenciado pela nutricao na fase inicial da vida possa ocorrer, afetando
talvez o reconhecimento materno da gestacdo. Entretanto ndo ha estudos em que possam
ajudar entender tal modelacao epigenética que a baixa nutricdo possa causar no Utero em
um primeiro servico em novilhas, ja que em nosso estudo, novilhas ficaram prenhes em
um segundo servico. A maturacdo uterina final depende da estimulacdo alternada de
estrogénio e progesterona, que ocorre somente apds a formacéo do primeiro CL (Spencer
e Bazer, 2004). Este processo inclui remodelacgdo e diferenciacdo do epitélio glandular

uterino sob a estimulacdo sequencial de estradiol e progesterona (Spencer e Bazer, 2004).

Conclusdes

O aumento de solidos totais no leite integral pela adigcdo de sucedaneo de leite até 20,4%
durante o periodo pré-desmame nédo afetou o didmetro do corno uterino, o didmetro do
ovario e o ténus uterino, contudo, foi relacionado a menor ocorréncia de ciclos curtos
anteriores a puberdade, maior didmetro do foliculo ovariano observado em dia aleatério

da onda folicular e a maior taxa de concepg¢do ap6s a primeira inseminacdo artificial.
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Semana Numero de observactes
relativa a
puberdade T1 T2 T3 T4 Total
-3 4 4 6 5 19
-2 5 2 2 4 13
-1 6 6 7 8 27
0 5 4 2 5 16
1 8 8 7 10 33
2 5 6 2 5 18
3 8 8 6 10 32
4 5 6 4 4 19
5 7 3 3 4 17
6 3 5 2 4 14
7 3 2 1 5 11
Total 59 54 42 64 219
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Tabela 1: Namero de observacgdes obtidas durante os exames ginecoldgicos em novilhas
em diferentes periodos relativos a detecgdo da puberdade. A semana 0 foi determinada
como sendo a semana em que se detectou concentracdo a primeira concentragdo
plasmatica de progesterona > 1ng/ml, que foi necessariamente seguida por outra detec¢éo

de progesterona > 1ng/ml na semana subsequente.

EB PGF ECP IATF

| 2 | |

Do D7 D8 D10

Figura 1. Diagrama esquematico do protocolo de sincronizacdo de estro e inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF). No dia 0 as fémeas receberam o dispositivo intravaginal
liberador de progesterona de segundo uso (CIDR®,Zoetis Inc., New York, NY) com 1,9
g de progesterona e 2 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®)i.m.; no dia 7 receberam
150 pg de analogo sintético de PGF2a (cloprostenol, Croniben®) i.m.; no dia 8 foi retirado
o implante vaginal e administrado 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®) i.m. e no dia 10

foi realizada a inseminacdo artificial.

Escore do tonus uterino
w
[6)]
T

Semana relacionada a puberdade

Figura 2. Escore do tonus uterino de novilhas mesticas Holandés x Gir (até 3/8 Gir) entre

4 semanas antes e 7 semanas apés a puberdade.



102

a, b As médias seguidas por letra diferente diferem (P <0,05).
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Figura 3. Didametro do corno uterino médio de novilhas mesticas Holandés x Gir (até 3/8
Gir) entre as 4 semanas antes e 7 semanas apés a puberdade. (P>0,05).
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Figura 4. Diametro ovariano de novilhas mesticas Holandés x Gir (até 3/8 Gir) entre 4
semanas antes e 7 semanas apos a puberdade.
abcde Agmeédias sequidas por letra diferente diferem pelo teste de Fischer (P<0,05).
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Figura 5. Didmetro do maior foliculo ovariano de novilhas mesticas Holandés x Gir (até
3/8 Gir) aleitadas com quatro diferentes teores de matéria seca no leite integral e avaliadas
entre 4 semanas antes e 7 semanas apos a puberdade.

&b As médias seguidas por letra diferente diferem pelo teste de Fischer (P <0,05).
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Figura 6. Porcentagem de ciclos curtos apresentado pelas novilhas mesticas Holandés x
Gir (até 3/8 Gir) aleitadas com quatro diferentes teores de matéria seca no leite integral e
avaliadas entre 4 semanas antes e 7 semanas ap0s a puberdade.

&b As médias seguidas por letra diferente diferem pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05).
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Figura 7. Porcentagem de concepcéao apresentado na primeira inseminacgao das novilhas
mesticas Holandés x Gir (até 3/8 Gir) aleitadas com 4 diferentes teores de matéria seca
no leite integral e avaliadas entre 4 semanas antes e 7 semanas apds a puberdade.

ab As médias seguidas por letra diferente diferem pelo teste de Qui-quadrado (P <0,05).
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Figura 8. Porcentagem de concepcdo (acumulado) na primeira e segunda inseminacao das
novilhas mesticas Holandés x Gir (até 3/8 Gir) aleitadas com 4 diferentes teores de
matéria seca no leite integral e avaliadas entre 4 semanas antes e 7 semanas apés a
puberdade.

ab As médias seguidas por letra diferente diferem pelo teste de Qui-quadrado (P <0,05).
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(HG) dairy cows fed two different diets of differing energy levels during the postpartum
period. The 3/4 HG cows presented higher weight and body condition scores than the 7/8
HG (456.62 £ 7.90 and 428.91 £ 8.49 kg and 3.13 + 0.03 and 2.94 £ 0.03 body condition
score for 3/4 HG and 7/8 HG, respectively). Cows fed the high energy diet then presented
a higher percentage of fat, protein, lactose and total dry extract than cows fed the low
energy diet. Cows fed the high energy diet had higher net energy intake (95.29 £ 1.92 vs.
88.09 + 2.05 MJ/ day) and higher energy balance (3.64 + 2.13 vs -6.02 £ 2.30 MJ /day).
The 3/4 HG cows displayed higher energy for maintenance (33.07 £ 0.41 MJ / day) than
the 7/8 HG (31.52 + 0.46 MJ /day). In conclusion, although the primiparous 3/4 HG were
heavier than the 7/8 HG and presented a higher body condition score, no differences in
milk produced up to 60 days postpartum was observed. A higher energy diet during the
postpartum period was found to increase energy balance, resulting in higher production
of fat, protein and lactose.
Keywords: dairy cattle; Girolando; energy consumption; milk composition; primiparous
Introduction

Given the higher average temperatures experienced by tropical countries
throughout the year, tropical nations face distinct challenges in milk production when
using European cattle breeds as these animals suffer from heat stress and metabolic
changes in such conditions. As a result, it is important to study animals that are better
adapted to tropical climates. The production of F1 crossbred females for dairy farms in
this environment normally involves breeding zebu (Bos indicus) females with a Holstein
bull to exploit the beneficial effects of heterosis (Santos et al., 2014).

At the beginning of lactation, there is an incompatibility between dry matter intake
(DMI) and the energy required for milk production, and thus negative energy balance

(NEB) occurs. We have seen remarkable advances in animal productivity in the last 75
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years, with annual milk yield per cow increasing over four-fold and no evidence this
increase is nearing a plateau. Thanks to these gains in productive efficiency, there have
been dramatic reductions in resource inputs and the carbon footprint per unit of milk
produced. The primary source for these historic gains relates to animal variation in
nutrient partitioning (Baumgard et al., 2017). Animals with NEB are more likely to
develop metabolic diseases, such as, ketosis, mastitis and placental retention, thereby
impairing milk production and fertility (Daibert et al, 2018).

The production and composition of milk from crossbred Holstein x Gir cows are
affected by various factors, such as the level of farm management and the ratio of
crossbreed used. However, the body condition score (BCS) at calving, the energy balance
in which the animal finds itself and the diet offered are important factors in determining
the composition of milk.

Research shows that 3/4 HG and 7/8 HG cows produce higher quantities of milk
when compared with animals of other genetic groups, but this production is decreased
when the ratio of Gir genes is increased (Canaza-Cayo et al. 2017). These animals are
responsible for most of the milk produced in the tropics. Thus, it is necessary to study the
milk production and the energy balance that these animals experience in the early
postpartum period according to the level of energy present in their diet in order to
understand the differences between these cows and specialized breeds and to adapt the
management of these animals in observance of their productive potential and
requirements.

Thus, the objective of this study was to evaluate the different production,
consumption and energy balance parameters of primiparous 3/4 HG and 7/8 HG dairy

cows fed two different diets of differing energy levels during the postpartum period.
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Material and Methods

Twenty-eight dairy crossbred primiparous females with a mean age of 35.64 *
5.72 months were used, 15 of which had a genetic composition of 3/4 HG and 13 of which
were 7/8 HG animals. At 28 days prepartum, females from the genetic group 3/4 HG
presented 497.78 + 10.67 kg, whereas the 7/8 HG presented 498.46 + 12.74 kg, and the
BCS was 3.5 £ 0.05 (scale from 1 to 5, Edmonson et al., 1989).

From 28 days of the expected calving, the animals were housed in a free-stall
system with individual feed bins (Calan Gate, Calan Inc., New Hampshire, USA) for
adaptation. The diet at this stage was provided ad libitum and consisted of corn silage
plus 2 kg of concentrate per animal (21% crude protein, 8.45 MJ/kg of dry matter, 0.98%
Ca and 0.5% P) based on corn, soybean bran, urea, common salt and a mineral nucleus.
The feeding was provided assuming a minimum leftover of 5%. Ten days before their
expected calving date, the animals were transferred and kept in maternity pens with access
to pasture (Cynodon dactylon) until parturition whilst continuing to be fed the same diet.
A mineral mixture and water were provided ad libitum during the entire prepartum period.

After calving, every week, the primiparous were weighed and evaluated for BCS
(Edmonson et al. 1989) using a scale of 0.25. They were again housed in the free stall
where they returned to the previous feeding system with individual feed bins until 61 days
postpartum. At this time, the females were distributed homogeneously among the diets,
in a 2 x 2 factorial arrangement (energy in the diet and genetic composition). The diets
offered were either high energy (HE) or low energy (LE) (Table 1), with eight 3/4 HG
animals and seven 7/8 HG animals fed the HE diet, and seven 3/4 HG animals and six 7/8
HG animals fed the with the LE diet. The diets were formulated using SuperCrac software
(TD Software Ltda) and according to the nutritional requirements for growing Holstein

cows producing 16 liters of milk/day as determined by the NRC (2001).
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The cows were milked twice daily at 06:00 and 15:00 using a mechanized milking
system equipped with a closed circuit with central middle line and digital milk meter.
Milk control was performed daily and milk yield (MY) was recorded. MY was corrected
to 3.5% fat (FCM) as per Sklan et al. (1992).

Samples were collected weekly to determine the composition of milk, with an
equal number of samples taken from morning and afternoon milk production. The
analytical principle applied was the differential absorption of infrared waves by the
different components of the milk as per the International Dairy Federation (IDF, 2000).

As per Silva and Queiroz (2006), samples of the total diet offered at each treatment
phase were analyzed for dry matter, ash, neutral detergent fiber (NDF), corrected neutral
detergent fiber (NDfc), acid detergent fiber (ADF), crude energy (CE), ethereal extract
(EE) and crude protein (CP)

The dry matter intake (DMI) was determined by calculating the difference
between the offered diet and daily scraps in dry matter. The energy balance was estimated
by calculating the difference between net energy intake (NEI) and the sum of net energy
of maintenance (NEm) and net energy of lactation (NElac ), expressed in MJ / day. The
NEI, NEm and NElac were calculated according to the procedures laid out by the NRC
(2001).

Data was analyzed using the SAS MIXED procedure, version 9.1.3 (SAS Institute,
Cary, NC, USA), according to the following model:

Yijkl = p + Gi + Nj + 8ik + W1 + (G x N)ij + (G x W)ik + (N x W)jk + &ijkl,
where:

p = overall mean

Gi = fixed effect of the genetic group

Nj = fixed effect of the food plan (HE or LE)
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djk = covariance between repeated measures within animals
WI = effect of first week
(G x N)ij = effect of interaction between genetic group and food plan
(G x W)il = effect of interaction between genetic group and first week
(N x W)jl = effect of interaction between food plan and first week
eijkl = effect of random error associated with Yijkl observation.
The experimental week was included as a repeated statement and the cow was nested
within treatment as random effect. An autoregressive covariance structure was used to
model the association among the repeated measurements. The comparison between
means was achieved using the least squares means (LSMeans) test, where the significance
level was set at 5% for all tests.

Results

The genetic composition of the female cows was found to have an effect on weight
and BCS (P = 0.024 and P = 0.010, respectively), with 3/4 HG and 7/8 HG cows having
a mean weight of 456.62 + 7.90 and 428.91 + 8.49 kg and a BCS of 3.13 £ 0.03 and 2.94
+ 0.03 respectively (Table 2). For MY and FCM, an effect of the postpartum week (P =
0.029 and P = 0.029, respectively) was observed (Table 2). The ECM was not affected by
any of the analyzed variables (P> 0.05) (Table 2).

MY was lower in the first week postpartum, with an increase in MY achieved
from the fourth week (Figure 1). FCM followed the same pattern, with lower results being
recorded in the first two weeks postpartum and an increase observed from the third week
(Figure 1).

There was a diet effect on the percentages of fat, protein, lactose and total dry extract in
milk (P = 0.013, p = 0.001, P = 0.011 and P <0.0001, respectively) (Table 2). Cows fed

the HE diet produced milk with 4.25 + 0.12% fat, 3.09 £ 0.05% protein, 4.65 + 0.03%
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lactose and 12.89 + 0.14% total dry extract (TDE) in their milk, while cows fed the LE
diet produced milk with 3.8 + 0.13% fat, 2.83 + 0.05% protein, 4.53 £+ 0.03% lactose and
11.97 £ 0.16% TDE (Table 2). In addition, there was a genetic group effect for protein (P
=0.0104). The 3/4 HG cows had a higher percentage of protein in their milk than the 7/8
HG cows (3.06 £ 0.05 and 2.86 £+ 0.05%, respectively). Moreover, there was a postpartum
week effect for the percentage of protein in milk (P <0.0001) (Table 2). The fat:protein
ratio (F:P) was also affected by the postpartum week (P = 0.0008) (Table 2). The highest
milk protein production (Figure 2) was recorded in the first week, and the milk from the
primiparous HG presented a lower F:P ratio in the first two weeks, increasing from the
third week (Figure 3).

Both NEI and BE were found to have dietary effects (P = 0.015 and P = 0.0045,
respectively). Cows fed the HE diet had higher NEI (95.29 + 1.92 vs. 88.09 £ 2.05 MJ /
day) and higher BE (3.64 + 2.13 vs -6.02 = 2.30 MJ / day) (Table 3) than others. In
addition, genetic group had a significant effect on NEm (P = 0.0245). The 3/4 HG cows
had higher energy for maintenance (33.07 = 0.42 MJ / day) than the 7/8 HG (33.07 + 0.46
MJ / day) (Table 3). Moreover, weeks postpartum had an effect on DMI, NEI and NElac
(P = 0.0009, P = 0.022 and p = 0.001, respectively) (Table 3). Finally, the CG x diet
interaction had a significant effect on DMI, NEI and BE (P = 0.020, P = 0.0175and P =
0.004, respectively) (Table 3).

NEI exhibited low levels in the first two weeks, followed by an increase and then
remaining stable from the fourth week postpartum (Figure 2). Similarly, DMI presented
low levels in the first two weeks postpartum, then increased and remained stable from
week four (Figure 4). NElac was lower in the first week of lactation, followed by an
increase before reaching a peak in the fourth week (Figure 5).

The 7/8 HG cows fed the LE diet presented higher DMI than the 7/8 HG cows fed
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the HE diet; however, no difference was observed among the 3/4 HG fed the HE or LE
diet (Figure 6). Primiparous 3/4 HG fed the HE diet presented the highest NEI compared
with the other combinations (Figure 7). Regarding BE, the 3/4 HG cows fed the LE diet
presented the lowest BE in the study (Figure 8).

Discussion

The primiparous animals fed the HE diet produced milk with higher levels of
protein, fat, lactose and TDE, which is explained by the higher ruminal availability of
propionate, originating from the fermentation of non-fibrous carbohydrates (Delahoy et
al., 2003). According to the NRC (2001), the protein content of the diet of cows does not
affect the protein content in their milk, unlike non-fibrous carbohydrates as its
concentration will lead to the higher production of ruminal propionate. The HE diet
possibly provided higher ruminal propionate content since it contained greater amounts
of concentrate and therefore of non-fibrous carbohydrates.

Energy deficit leads to increased lipolysis and absorption of mobilized fatty acids
from body stores, which results in an increase in fat synthesis in the mammary gland
(NRC, 2001). In addition, the flow of amino acids to the mammary gland is compromised,
reducing the protein content in milk (revised by Baumgard et al., 2017) and resulting in
a higher F:P ratio. A F:P> 1.5 ratio may indicate high lipolysis and may be a sign of the
occurrence of ketosis, abomasal displacement, ovarian cysts, mastitis and laminitis
(Daibert etal, 2018). A lower value may indicate acidosis and a higher value may indicate
ketosis. In Gruber et al.’s (1995) study, the F:P ratio was higher in cows that received a
LE diet at the beginning of lactation. The authors attributed this fact to the mobilization
of adipose tissue caused by insufficient dietary energy and increased milk fat and

decreased milk protein content caused by a decrease in the synthesis of microbial proteins



113

in the rumen. In this study there was no difference in the F:P ratio between the diets, but
there was a postpartum week effect, with low results recorded in the first weeks
postpartum with a subsequent increase. It is possible that with increased milk production,
the primiparous animals need to mobilize greater body reserves to support the production
of milk fat. However, there was a reduction in protein percentage, which is indicative of
NEB.

Regarding crossbreeding, the 3/4 HG cows produced milk with a higher
percentage of protein than the 7/8 HG. These higher percentages agree with the
characteristics of the crossbreeding, as identified by Madalena et al. (1990) who observed
higher protein and fat yield in milk from 3/4 HG cows as compared with 7/8 HG during
the first lactation.

The nutritional needs of cows change abruptly at calving and early lactation. At
these times, cows are not able to compensate for burgeoning energy demands through
food consumption, resulting in NEB. This NEB, which can start before calving and reach
its zenith two weeks later, leads to the mobilization of body fat and skeletal muscle
(revised by Baumgard et al., 2017). It was found that the more abundant the energy in the
diet, the higher the NEI and BE of postpartum primiparous crossbreds. That is, the HE
diet was more efficient than the LE diet in providing energy to the cows to meet the
increase in energy demand in the early postpartum period. Thus, the BE of the cows fed
the HE diet was positive, whereas the BE of the cows fed the LE diet was negative,
indicating that they had to mobilize body fat to supply the increased demand for energy.

In this study, there was no difference in MY, FCM or ECM between the two
genetic groups. However, there were differences between the groups regarding weight
and BCS. NEm is associated with live weight. The primiparous 3/4 HG presented a

greater live weight than the 7/8 HG and therefore higher NEm. Moraes et al. (2015) find
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that the increase in energy required to maintain cows in modern milk production systems
Is consistent with the literature describing the increase of heat production during the
fasting of cows with the highest genetic merit. In this way, cows with greater productive
potential would present higher NEm. Considering that the 7/8 HG cows have a higher
proportion of Holstein genes (Bos taurus), this result disagrees with that of Oliveira
(2015). The Oliveira (2015) study supports the hypothesis that Bos taurus dairy cows
have higher maintenance energy requirements and greater energy efficiency for milk
production than crossbred Bos taurus x Bos indicus dairy cows. These opposing findings
reinforce the need for further studies comparing the energy requirements of different
crossbreeds.

DMI and NEI followed the same pattern during the postpartum weeks, with a
significant increase in DMI and NEI from the fourth week. When leaving the dry period
and after calving, the animal begins lactation and experiences a sudden increase in energy
demand for milk production (Grummer, 1995). In this early postpartum period, DMI
increases gradually to fulfill this demand, as observed in this study. The digested products
are assimilated, and the nutrients allocated to physiological steps that prioritize
maintenance requirements and give secondary importance to productive functions, such
as milk synthesis or fetal development. Subsequently, body reserves can be replenished
or mobilized to meet the hierarchical objectives of nutrient traffic (Baumgard et al., 2017).
Along with the increase in MY, there is also an increase in NElac, as observed in this
study. The increase in NElac is accompanied by an increase in PL across the weeks.

The DMI of 7/8 HG cows differed according to the diet they received. Those fed
the HE diet presented lower DMI than those fed the LE diet. Possibly, the 7/8 HG cows
had their energy demands fulfilled faster with the HE diet, reducing daily consumption.

Regarding BE, the 3/4 HG cows fed the LE diet presented significant negative BE.
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Considering the higher live weight and NEm of this group, this poor-energy diet was not
able to meet the energy demands of the animals, and as a result the cows mobilized body
fat despite having a BCS than the 7/8 HG.

In conclusion, we can conclude that under the conditions of the present experiment
the primiparous 3/4 HG were heavier than the 7/8 HG and presented a higher BCS yet no
differences in liters of milk produced up to 60 days postpartum were identified. Moreover,
a diet with higher energy content benefits energy balance, resulting in greater production
of fat, protein and lactose when primiparous cows are fed HE diets.
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Figure 1- Milk yield (MY) and fat corrected milk (FCM) of primiparous crossbred cows

(3/4 and 7/8 HG) fed low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 2- Percentage of protein in milk of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG)

fed low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 3- Fat:protein ratio (F:P) in milk of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG)
fed low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 4- Dry matter intake (DMI) and net energy intake (NEI) of primiparous crossbred
cows (3/4 and 7/8 HG) fed low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 5- Net energy of lactation (NElac) of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8
HG) fed low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 6- Dry matter intake (DMI) of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG) fed
low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 7- Net energy intake (NEI) of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG) fed
low and high energy diets during the early postpartum period.
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Figure 8- Energy balance of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG) fed low and
high energy diets during the early postpartum period.
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Table 1- Composition of total diet provided to primiparous crossbred dairy cows during the early

postpartum period

Energy diet
Diet Composition (Dry Matter basis) High Energy (HE) Low Energy (LE)
Corn silage, % 60.14 80.31
Soybean meal, % 11.61 11.78
Ground corn, % 25.08 4.68
Nucleus!, % 2.10 214
Urea, % 1.07 1.09
Dry Matter, % 33.16 27.43
Crude Protein, kg/Dry Matter 0.17 0.17
Neutral Detergent Fiber, % 44 55
Calcium, g/kg 7.2 7.4
Phosphorus, g/kg 3.8 3.6
Net energy, MJ/kg 8.08 7.07

Mineral and vitamin composition: Calcium (190 g/kg), Phosphorus (60 g/kg), Sulphur (20 g/kg),
Magnesium (20 g/kg), Potassium (35 g/kg), Sodium (70 g/kg), Cobalt (15 mg/kg), Copper (700 mg/kg),
Chromium (10 mg/kg), Iron (700 mg/kg), lodine (40 mg/kg), Manganese (1.60 mg/kg), Selenium (19
mg/kg), Zinc (2.50 mg/kg), Fluorine (600 mg/kg), Vitamin A (400.00 1U/kg), Vitamin D3 (100.00 1U/kg),

Vitamin E (2.40 1U/kg).
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Table 2- Effect of diet, genetic group, postpartum week on and their interactions with the weight, body
condition, yield and milk composition of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG) fed low and high

energy diets during the early postpartum period.

. Genetic P-value
Energy Diet Group
34 78  SE . Dietx GGX GG Xx

HE LB 6 He M Diet GG Week \veok  Week  Diet
\iv(i'g)h 439 447 457 429 8(')5 050 002 005 012 021 077
BCS 304 303 313 294 oéo 012 001 012 098 021 016
MY 195 212 206 200 08
«g 3 2 o 6 p 014 058 003 063 017 049
FCM 216 225 227 215 07
@ & 7 i " 038 025 003 023 080 039
ECM 195 202 205 193 06
@ 8 7 Rl p 046 019 012 029 078 0.38
(Ezt) 425 380 405 4.00 Oél 001 078 021 033 065 084
Proel 509 283 306 28 29 0001 0010 0990 4577 0358 0800
n (%) 5 1
:a(%s 465 453 459 4.60 oéo 0011 087 008 072 087 024
TDE 128 119 125 123 0.1  <0.000
o 5 7 A 2 ) 034 093 060 08 095
FP 137 137 135 138 064 096 053 00008 019 068 0.76

SEM: standard error of mean; BCS: body condition score; MY: milk yield; FCM: fat corrected milk; ECM:
energy corrected milk; TDE: total dry extract; F:P: fat:protein ratio; GG: genetic group effect; Week:
postpartum week effect; GG x Diet: genetic group and diet interaction; Diet x Week: diet and postpartum
week interaction; GG x Week: genetic group and postpartum week interaction. P values in bold- indicate

statistical significance (P <0.05).
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Table 3- Effect of diet, genetic group, postpartum week on and their interactions with food consumption

and energy balance of primiparous crossbred cows (3/4 and 7/8 HG) fed low and high energy diets during

the early postpartum period

Diet Genetic Group P- value
34 78 SE . Dietx GGxXx GG X

HE LE HG  HG M Diet GG Week \eok week Diet
DMI- 117124 4597 1207 027 o010 o078 9090 053 0907 002
(K)) 9 5 9
NEI 952 88.0
Midy) o o 9231 9L06 200 001 065 0001 056 10 002
NEn 320 325  33.07
oGy 7 3 3152 192 049 002 005 012 023 077
NElac 59.6 61.6
o) 2 3. 6221 5899 213 050 028 002 056 043 035
EB 364 603 207 054 226 0004 027 006 076 082 0.004
(MJ/day)

SEM: standard error of mean; DMI: dry matter intake; NEI: net energy intake; NEm: net energy of

maintenance; NElac: net energy of lactation; EB: energy balance; GG: genetic group effect; Week:

postpartum week effect; GG x Diet: genetic group and diet interaction; Diet x Week: diet and postpartum

week interaction; GG x Week: genetic group and postpartum week interaction. Values of P in bold-faced,

indicate statistical difference (P <0.05).
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The objective of the present study was to evaluate the effect of two diets with different
energy levels and two genetic groups (3/4 and 7/8 Holstein x Gir (HG) cows) on the
metabolic and hormonal changes and on the production profile of oocytes and embryos
in dairy cows during the early postpartum period. The concentrations of oestrogen,
progesterone, glucose, insulin, insulin-like growth factor, urea and non-esterified fatty
acids in follicular fluid, as well as blood plasma concentrations of glucose, insulin, urea
and non-esterified fatty acids, were evaluated. Oocyte collection was performed every 14
days after parturition. After classification, the oocytes were submitted to in vitro embryo
production and cleavage, and blastocyst rates were evaluated. Five days after oocyte
collection, the dominant follicle was measured and punctured for follicular fluid retrieval.
The high-energy diet increased plasmatic insulin and glucose. The 3/4 HG cows presented

a higher plasmatic concentration of insulin, glucose and urea. The hormonal and
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metabolic changes in plasma were not observed in the follicular fluid. The follicular fluid
concentration of IGF-1 was increased in cows fed the high-energy diet as well as in the
3/4 HG cows. A higher number of total and viable oocytes was recovered in the 3/4 HG
cows, but the 7/8 HG cows had a higher cleavage rate. In conclusion, the high-energy diet
was more efficient in maintaining the energy status of crossbred cows, as evidenced by
their plasma metabolites and follicular fluid, and 3/4 HG cows were more efficient than

’Is HG cows at producing oocytes in the early postpartum period.

Additional keywords: animal reproduction, dairy milk production, lactation, milk
production.
Introduction

When lactation begins, DM intake is unable to produce the energy required for milk
production, and, thus, negative energy balance (NEB) occurs. We have seen remarkable
advances in animal productivity in the past 75 years, with annual milk yield per cow
increasing more than four-fold, and there being no evidence that this increase is nearing
a plateau. Thanks to these gains in productive efficiency, there have been dramatic
reductions in both resource inputs and the carbon footprint of milk production. The
primary source of these historic gains is animal variation in nutrient partitioning
(Baumgard et al. 2017). NEB is associated with decreased circulating concentrations of
insulin, insulin-like growth factor (IGF-1) and glucose, and elevated concentrations of
non-esterified fatty acids (NEFA) and B-hydroxybutyrate, which are linked to impaired
reproductive performance (Ospina et a/.2010). Animals with NEB are more likely to
develop metabolic diseases, such as ketosis, mastitis and placental retention, and,

thereby, suffer from impaired milk production and fertility (Daibert et al 2018).

The quantification of circulating concentrations of metabolic parameters allows the
monitoring of the physiological status of the animal, especially in early lactation when
energy, protein and mineral requirements increase (Whitaker et al 1999). A diet with
greater amounts of concentrate and, consequently, higher levels of readily digestible
carbohydrates, is provided at the beginning of the lactation period, so as to meet the

elevated energy requirement associated with this period ( Morrison et al. (1999).

The characteristics of the intrafollicular environment in which the preovulatory oocyte

grows and matures may be a major determining factor of fertility in postpartum cows
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(Leroy et al. 2004). Altered concentrations of metabolites and hormones in follicular fluid
have already been linked with changes in oocyte capacity and embryo production
(Hudson et al. 2014).

Crossbred Holstein x Gir (HG) cows are crucial for the Brazilian dairy industry.
Therefore, it is important to expand our understanding of these animals, in particular the
metabolic and hormonal changes they experience during the postpartum period, because
this phase has a significant impact on milk production and reproductive performance.
Crossbred HG cows have different proportions of Holstein and Gir genes, reflecting
metabolic and hormonal differences. Zebu animals have higher circulating concentrations
of insulin and IGF-I than do European breeds (Sartori et al 2013). Several factors interfere
in the production potential and reproductive efficiency of crossbred Holstein x Zebu
cows. These factors include the choice of Zebu genetic base, the proportion of Holstein
genes, the nutritional management of each category of the herd, particularities related to
age and weight at first calving, the performance of primiparous cows and postpartum cow

care (Borges et al. 2015).

The aim of the present study was to evaluate the effect of two diets of differing energy
levels and two genetic groups (3/4 and 7/8 HG cows) on the metabolic and hormonal
profiles of dairy cows, as well as on oocyte and embryo production during the early
postpartum period.

Materials and methods

The study was conducted at the Experimental Farm José Henrique Bruschi of Embrapa
Dairy Cattle, located in Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brazil (21°3322"S,
43°06'15"W, altitude 484 m). The experiment was conducted with the approval of the
Animal Care and Usage Committee of the Embrapa Gado de Leite (Protocol 03/2012),
Brazil, and followed the ethical principles of the Sociedade Brasileira de Experimentagao

Animal.

Experimental animals, facilities and design

The experimental animals were 28 pregnant primiparous crossbred HG dairy cows,
with an average age of 35.6 £ 5.7 months, an average weight of 498 + 42 kg and an
average body condition score of 3.5 £ 0.28 (scale 1-5). In terms of genetic makeup, of
the 28 animals, 15 were 3/4 HG cows and 13 were 7/8 HG cows. The cows were blocked

according to their genetic group and randomly allocated to the two diet groups in which
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they received either high-energy (HE) or low-energy (LE) diets during the postpartum
period, following a 2 x 2 factorial design (energy diet and genetic group). In the prepartum
period, the 28 days before the likely calving date, the animals were housed in a free-stall
barn with individual feed bins to help them adapt to the experiment facilities and diets.
Ten days before the expected calving date, the animals were transferred to maternity pens
where they received the same diet. After calving, the animals were transferred back to the
free-stall barn where they were fed a HE or LE diet.

Prepartum management

During the prepartum period (the 28 days before the expected calving date), the animals
were confined to a free-stall system with individual feed bins (Calan Gate®, Calan Inc.,
Northwood, NH, USA) to assure adaptation to their new facilities and diets. During this
period, the animals were fed a prepartum diet composed of corn silage and 2 kg of
concentrate (21% crude protein (2.02 Mcal/kg DM, 0.98% calcium and 0.5%
phosphorus), based on ground corn, soybean meal, urea, common salt and mineral
premix. The feed was provided assuming a minimum 5% leftover. Ten days before their
expected calving date, the animals were transferred and kept in maternity pens with access
to pasture (Cynodon dactylon) until parturition, but were fed the same prepartum diet. A
mineral mixture at licking block and water was provided ad libitum during the full

prepartum period.

Postpartum management

After parturition, the animals were transferred back to the free-stall barn and randomly
allocated the experimental diets, following a 2 x 2 factorial design (energy diet and
genetic group). In the HE group (n = 13, seven 3/4 HG cows and six 7/8 HG cows), the
forage : concentrate ratio was 60 : 40, with 1.93 Mcal of net energy (NE)/kg of DM. In
the LE group (n = 15, eight 3/4 HG cows and seven 7/8 HG cows), the forage : concentrate
ratio was 80 : 20, with 1.69 Mcal of NE/kg of DM. The diet was total mixed ration, and
the chemical composition of the diets is shown in Table 1. The experiment continued 62

days into the lactation stage.

Determination of metabolic and hormonal parameters

Concentrations of glucose, urea, NEFA and insulin were determined in the plasma and
follicular fluid of the dominant follicle (FFD). Furthermore, concentrations of IGF-I,
oestradiol and progesterone was also determined in the FFD.
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Glucose was determined by an endpoint colourimetric reaction (Glicose Pap
Liquiform, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil). Urea was determined by an enzymatic
reaction and ultraviolet photometry (Ureia UV Liquiform, Labtest). Analyses were
performed with commercial kits using an automatic monochromatic reading system
(Labmax premium 240®, Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brazil), while NEFA
concentration was determined by applying the colourimetric method using commercial
kits (Randox NEFA FA115, Randox Laboratories Ltd, Antrim, Ulster, United Kingdom).
Samples were then analysed in a spectrophotometer (Eon®, BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VT, USA).

Oestradiol, IGF-I, insulin and progesterone concentrations were determined by
radioimmunoassay using commercial kits (Oestrogen Immunotec®, IGF-1 Immunotec®,
Insulin Immunotec®, and Progesterone Immunotec®, Immunotec, Marcelle, France).
The sensitivity of the kits for oestradiol, IGF-1, insulin and progesterone was 2.2 pg/mL,
2.0 ng/mL, 2.0 ng/mL and 0.05 ng/mL respectively. Intra-assay coefficients for
oestradiol, IGF-I, insulin and progesterone were 9%, 10%, 9% and 7% respectively.
Follicular fluid samples with blood contamination were discarded. Only follicles with
oestradiol : progesterone ratio (E2 : P4) of >1 were considered viable, and, thus, only data
from these samples were used for the evaluation of other hormones and metabolites.
Follicular fluids with Ez: P4 of <1 were considered atresic and were discarded (Renaville
et al. 2010).

Oocyte and follicular fluid-sample collection

Synchronisation of follicular wave emergence, oocyte collection and FFD sampling
were performed by ultrasound-guided transvaginal follicular aspiration (Sales et al.
2015). Oocyte collection was performed every 14 days after parturition (on Days 14, 28,
42 and 56). Follicular wave emergence was synchronised 72 h before oocyte collection
by aspiration of antral follicles >6 mm in diameter (Sales et al. 2015). In brief, ultrasound-
guided transvaginal follicular aspiration was performed using a portable ultrasound
device equipped with a 7.5-MHz transvaginal convex transducer (DP 2200 Vet®,
Mindray, Shenzhen, China). After the animal was restrained and the perineal area
sanitised, an epidural anaesthesia was performed using 3-5 mL of lidocaine 2%
(Lidovet®, Bravet, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The aspiration system consisted of a 20-G
needle (WTA, Sao Paulo, Brazil) of 80 cm in length and 1.7 mm in diameter connected

to a Teflon circuit. Aspiration was performed under negative pressure between 50 and 60
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mmHg. All the follicles visualised were aspirated and the oocytes retrieved were received
in 50-mL tubes with PBS and 1% fetal calf serum combined with 125 IU of sodium

heparin/mL (Liguemine, Roche, Sao Paulo, SP, Brazil).

The recovered oocytes were evaluated according to their morphological quality and
classified as Grade | (Gl), Grade Il (GIlI), Grade Ill (Glll) and Grade IV (GIV) as
previously described (Viana et al. 2004). Oocytes classified as GlI, Gll and GIII were
considered viable. These oocytes were transported to a commercial in vitro embryo-
production laboratory in 1.5-mL tubes containing a TCM199 Earle’s salts (Gibco Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) solution with 10% fetal calf serum. Oocyte
transportation was performed in thermos bottles at 37°C. The laboratory was 32 km away
from the farm where the oocytes were collected. The follicular fluid of dominant follicles

was individually recovered in 1.5 mL tubes and stored at —20°C until analysis.

Four days (96 h) after oocyte collection, the dominant-follicle diameter was evaluated
by means of two perpendicular measurements of the axis of the follicle. A second
evaluation was performed after 24 h (120 h after oocyte collection) to determine the
dominant-follicle diameter. The growth rate was calculated by comparing the difference
in diameter between the 2 days. The fluid of the dominant follicle was then recovered by
transvaginal aspiration (Arashiro et al, 2013). The FFD was recovered at 19, 33, 47 and

62 days postpartum.

In vitro embryo production

In vitro maturation (IVM) and fertilisation was performed as previously described by
Torres-Junior et al. (2008). In brief, the oocytes were subjected to in vitro maturation in
TCM199 Earle’s salts media with 10% fetal calf serum, 0.5 mg/mL follicle-stimulating
hormone, 50 mg/mL luteinising hormone, 4.4 mg/mL pyruvate and 50 mg/mL antibiotic
(Grézia et al. 2016). The oocytes were maturated for 24 h in an incubator at 38.8°C, 5%
CO2 and 95% humidity. Oocytes from each donor were individually maturated in 70-pL
droplets, with a maximum of 30 oocytes per droplet. Subsequently, maturated oocytes
were fertilised in 60-uL droplets of in vitro-fertilisation media (Vitrogen, Sdo Paulo, SP,
Brazil) with heparin and 2 x 10° spermatozoa/mL for 18-22 h at the same incubator
temperature and atmosphere as used in IVM. The frozen semen of a single bull with
proven fertility (cleavage rate of 70%) was thawed and used for in vitro fertilisation.
Viable sperm cells were selected using the Percoll gradient method (Camargo et al. 2011).

Presumable zygotes were co-cultivated with granulosa cells in CR4aa media (Vitrogen)
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with 2.5% fetal calf serum and 5% bovine serum albumin. In vitro culture was performed
in 50-uL droplets for 7 days at the same incubator temperature and atmosphere as used in
IVM. Evaluations of cleavage rates and blastocyst rates were performed 3 and 7 days

after beginning in vitro culture respectively.

Plasma sample collection

Prior to FFD sampling, a blood sample was collected by coccygeal venipuncture in 5-
mL evacuated tubes containing EDTA (Vacutainer®, BD, Juiz de Fora, MG, Brazil).
Blood samples were stored in a refrigerated container (5°C) and transported to the
laboratory. Then, blood samples were centrifuged for 15 min at 800g at 5°C and plasma
was stored at —20°C until analysis. The interval between blood-sample collection and

centrifugation was no longer than 2 h.

Statistical analyses

The effect of the animal diet, genetic group, postpartum period and the interaction
between these factors as well as random effects were incorporated into a linear mixed
model ANOVA (PROC MIXED). Least square means were compared using Tukey’s test.
Discrete variables (viable oocyte rate, cleavage rate and blastocyst rate) were analysed
using the chi-square test. A P-value equal to or less than 0.05 was considered significant.
Statistical analysis was performed using SAS in Windows 9.2 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA).
Results

The plasma concentration of glucose was affected by diet (P = 0.0025), genetic group
(P = 0.0194) and days postpartum (P = 0.0018). The plasma insulin was affected by diet
(P =0.0394) and genetic group (P = 0.0155). The plasma urea was affected by diet and
genetic group interactions (P = 0.0156). The plasma NEFA was affected by diet (P =
0.0553) and days postpartum (P = 0.0526).

Cows fed the HE diet presented higher plasmatic glucose and insulin concentrations
than did cows fed the LE diet (P < 0.05; Table 2). In contrast, the plasma NEFA was
higher in cows fed the LE diet (P < 0.05; Table 2). The 3/4 HG cows presented
significantly (P < 0.05) higher concentrations of glucose, insulin and plasma urea than
did the 7/8 HG cows. Plasma glucose increased from 19 to 33 days postpartum and then
remained constant (Fig. 1). A significant decrease in plasma NEFA was observed from
19 to 61 days postpartum (Fig. 2).
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No significant (P > 0.05) effect was observed on the follicular-fluid concentrations of
glucose, insulin, urea, NEFA and P4. However, the follicular fluid concentration of IGF-
I (IGF-1FF) was affected by diet (P = 0.0392), genetic group (P = 0.0266) and days
postpartum (P < 0.0001). Moreover, the follicular fluid concentration of oestradiol was
affected by days postpartum (P = 0.0494), and the E>: P4 ratio was affected by genetic
group (P =0.0037; Table 2).

Cows fed the HE diet presented a significantly (P < 0.05) higher IGF-1 in their
follicular fluid than did cows fed the LE diet (Table 2). The 3/4 HG cows presented
significantly (P < 0.05) higher concentrations of IGF-1 in their follicular fluid than did
the 7/8 HG cows. A significant increase in IGF-IFF was observed at 47 days postpartum
(Fig. 1). A significant increase in oestradiol was observed between 19 and 61 days
postpartum (Fig. 1). The E> : P4 ratio also was higher in 3/4 HG cows than in 7/8 HG cows
(Table 2).

The number of small follicles, larger follicles and total follicles was significantly (P =
0.0033, P = 0.0144 and P = 0.0009 respectively) affected by days postpartum. The
diameter of the dominant follicle was, likewise, significantly (P = 0.0416) affected by
days postpartum. The average dominant-follicle diameter was 10.08 = 0.22 mm 5 days
(120 h) after oocyte collection. The average DF growth rate (between 96 h and 120 h after
oocyte collection) was 2.19 + 0.26 mm/day. The total number of follicles and the diameter

of the dominant follicle showed a significant increase between 19 and 61 days postpartum
(Fig. 3).

For cows fed the LE diet, primiparous 3/4 HG cows presented a higher plasma urea
than did the 7/8 HG cows (33.36 + 2.09 vs 23.68 + 2.28 ng/mL respectively).

The total number and number of viable oocytes recovered was not affected by dietary
energy levels or days postpartum. However, the number of total and viable oocytes
recovered was affected by genetic group (P = 0.0078). The number of oocytes (total and
viable) was greater in 3/4 HG cows than in 7/8 HG cows. Moreover, a dietary and genetic
group interaction affected the viable-oocyte rate, with 7/8 HG cows fed LE diets

presenting the lowest percentage of viable oocytes ( Table 3).

Cleavage rates were lower in 3/4 HG cows fed the LE diet (Table 4). The blastocyst
rate did not differ according to diet or genetic group. However, diet and genetic group

interactions were observed to affect the rate of blastocysts per cleaved oocytes. The 7/8
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HG cows fed the HE diet produced the lowest rate of blastocysts by cleaved oocytes. In
addition, the postpartum period affected the cleavage and blastocyst rates. The highest
cleavage rate was observed at 14 days postpartum, while the lowest blastocyst rate was
observed at 42 days postpartum (Fig. 4).

Discussion

Increasing our knowledge of metabolic and hormonal changes, ovarian activity and
oocyte and embryo production during the postpartum period in crossbred HG animals is
vital to improving the fertility and milk production of these animals in tropical conditions.
The present study evaluated the effect of diet energy levels (HE or LE) and two genetic
groups (3/4 and 7/8 HG cows) on metabolic and hormonal profiles as well as oocyte and

embryo production in the postpartum period.

A higher proportion of concentrate in the diet of dairy cows during the early postpartum
period is a well-known strategy to increase energy intake and avoid or attenuate the
deleterious effects of NEB (Van Knegsel et al. 2014). A greater proportion of concentrate
in the diet increases the ruminal concentration of propionate, which is the main glucose
precursor (Rabelo et al. 2005). Insulin is the main metabolic hormone and is responsible
for glucose capture by the cells (Bell, 1995). In the present study, cows fed the HE diet
displayed better adaptation to NEB during the peripartum period, presenting higher

plasma concentrations of glucose and insulin.

This better adaptation led to lower adipose-tissue mobilisation, with lower plasmatic
NEFA concentrations observed in cows fed the HE diet. According to Doepel et al.
(2002), high-energy diets applied during the peripartum period improve DM intake and
stimulate insulin secretion, thereby reducing lipolysis levels and, consequently,
decreasing circulating levels of NEFA. This improvement in energetic metabolism and
insulin availability during the peripartum period enhances the animal liver function,

general health and fertility (Gong et al., 2002).

Non-esterified fatty acids play a central role in oocyte quality in the postpartum period.
An increase of NEFA in the follicular fluid is linked to the lower quality of oocyte,
implying a loss of fertility in cows (Van Hoeck et al. 2014). A progressive increase in
plasma concentration of NEFA is expected during the early postpartum period because
milk production and, consequently, energy requirements are increased and consumption
does not meet demand. However, this effect was not observed in the present study. Rather,

plasma concentrations of NEFA progressively decreased from Day 19 to Day 61
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postpartum. This decrease of NEFA concentrations in plasma can be explained by the
lower milk yield, and, thus, reduced energy requirements, of crossbred cows than high-
yield cows such as Holsteins. Lower milk yield and energy requirements will reduce the
effects of NEB. Corroborating the study by Leroy et al. (2004), intrafollicular
concentrations of NEFA remained constant and lower than the plasma concentrations
during the postpartum period, suggesting a mechanism of protection of oocyte and

granulosa cells against high concentrations of NEFA.

The genetic group of 3/4 HG cows had higher plasma concentrations of glucose, insulin
and urea and a higher IGF-1 and E> : P4 ratio in their follicular fluid. Sartori et al. (2016)
found a lower production of preovulatory oestrogen and lower plasmatic insulin
concentration in Holstein cows (Bos taurus) than in Nelore cows (Bos indicus). Plasma
concentration of glucose was higher in Bos indicus than in Bos taurus cows (Sartori et al.
2013). The differences between Bos indicus and Bos taurus can also be observed in
crossbred animals, for example, in relation to in vitro embryo production (Pontes et al.
2010). Therefore, the metabolic differences observed between 3/4 and 7/8 HG cows can

be attributed not only to milk production but also to genetic composition.

Urea is synthesised by the liver in amounts proportional to the ruminal concentration
of ammonia (Wittwer et al. 1999). Plasma concentration of urea was higher in 3/4 HG
cows fed the LE diet. This result suggests that the ruminal concentration of ammonia was
greater in 3/4 HG cows. It is possible that protein metabolism in this genetic group was

more efficient when a diet featuring a lower proportion of concentrate was provided.

During the postpartum period, plasma glucose, follicular-fluid concentration of
oestradiol and IGF-I progressively increased. The resumption of ovulatory cycles is
related to nutritional status, insulin concentration and NEB (Santos and Vasconcelos,
2006). In early lactation, the concentration of GH is increased, resulting in a rise in the
IGF-1 produced in the liver. However, the expression of GH receptors in the liver is
dependent on insulin (Butler et al. 2003). In our study, the high-energy diet and the 3/4
HG cows presented a higher concentration of IGF-1 in follicular fluid. This can be

attributed to the higher plasma concentrations of insulin.

The number of oocytes (total and viable) recovered was greater in 3/4 HG cows than
in 7/8 HG cows. This result corresponds to previous studies that have demonstrated a

greater number of oocytes (total and viable) recovered in purebred Gir and crossbred HG
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cows than in Holstein cows (Pontes et al. 2010). The number of oocytes recovered in the
present study was lower than that found by Pontes et al. (2010), who obtained a mean of
20.4 and 31.4 oocytes per ovum pick up for crossbred 1/4 HG and 1/2 HG respectively.
In light of this, we believe that the higher Holstein genetic composition of 7/8 HG cows
in the present study, which are closer to purebred Holsteins, contributed to the decreased

oocyte production.

Reduced reproductive performance during early lactation is due to reduced pulsatile
release of luteinising hormone, reduced circulating concentrations of insulin, IGF-1 and
glucose, along with increased NEFA, B-hydroxybutyrate and growth hormone (Butler et
al. 2003; Butler et al. 2004). The 3/4 HG cows may have experienced higher production
of total and viable oocytes due to the better metabolic status observed in this genetic group

in the present study.

Oocyte competence for in vitro embryo production can be estimated by cleavage and,
preferentially, by blastocyst rates (Sirard et al. 2006). Despite the greater number of
morphologically viable oocytes recovered in the 3/4 HG cows, the cleavage rate was
superior in oocytes derived from 7/8 HG cows, which have a larger proportion of Holstein
genes. However, no difference in blastocyst rate was observed. The low blastocyst rate
identified in the present study may be related to the small diameter of the dominant

follicles, which, in turn, will be related to adequate E2 production (Wiltbank et al. 2011).

In conclusion, the HE diet was more effective at maintaining the energetic status of
crossbred cows at the beginning of lactation. This is evidenced by the plasmatic
concentrations of glucose, insulin and NEFA, as well as follicular fluid concentration of
IGF, indicating less mobilisation of body reserves and a lower intensity of negative
energy balance. During the postpartum period, there is an increase in the plasma
concentration of glucose and a possible improvement of the follicular environment caused
by the increase in the concentration of oestradiol and IGF-1. Crossbred 3/4 HG cows were
more efficient than 7/8 HG cows at producing oocytes in the early postpartum period,
although they presented lower rates of cleavage than did 7/8 HG cows.
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Fig. 2. Concentration of non-esterified fatty acid in follicular fluid and in plasma from crossbred
primiparous cows (3/4 and 7/8 Holstein - Gir (HG)) fed low- and high-energy diets during the early
postpartum period. NEFAP, plasma concentration of non-esterified fatty acid; NEFAFF, concentration of

non-esterified fatty acid in follicular fluid.
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Table 1. Composition of total diet provided to primiparous crossbred dairy cows during
the early postpartum period

Energy diet

Diet composition (DM basis) High energy (HE) Low energy (LE)
Corn silage (%) 60.14 80.31
Soybean meal (%) 11.61 11.78
Ground corn (%) 25.08 4.68
Nucleus” (%) 2.10 2.14
Urea (%) 1.07 1.09
Dry matter (%) 33.16 27.43
Crude protein (kg/Kg deDM) 0.168 0.170
Neutral detergent fibre (%) 44 55
Calcium (g/kg) 7.2 7.4
Phosphorus (g/kg) 3.8 3.6
Net energy (Mcal/kg) 1.93 1.69

AMineral and vitamin composition: calcium (190 g/kg), phosphorus (60 g/kg), sulfur (20 g/kg),
magnesium (20 g/kg), potassium (35 g/kg), sodium (70 g/kg), cobalt (15 mg/kg), copper (700 mg/kg),
chromium (10 mg/kg), iron (700 mg/kg), iodine (40 mg/kg), manganese (1600 mg/kg), selenium (19
mg/kg), zinc (2.500 mg/kg), fluorine (600 mg/kg), vitamin A (400 000 1U/kg), vitamin D3 (100000

1U/kg), vitamin E (2.400 1U/kg).
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Table 2. Effect of diet, genetic group, days postpartum and their interactions on metabolic and hormonal parameters in primiparous crossbred
cows (3/4 and 7/8 Holstein x Gir) fed low- and high-energy diets during the early postpartum period

E.FF, concentration of oestradiol in follicular fluid; PsFF, concentration of progesterone in follicular fluid; E; : Pa, oestradiol : progesterone ratio; GlucP,

plasma concentration of glucose; GlucFF, concentration of glucose in follicular fluid; InsP, plasma concentration of insulin; InsFF, concentration of insulin in

follicular fluid; IGF-1FF, concentration of insulin-like growth factor-1 in follicular fluid; UreaP, plasma concentration of urea; UreaFF, concentration of urea

in follicular fluid; NEFAP, plasma concentration of non-esterified fatty acid; NEFAFF, concentration of non-esterified fatty acid in follicular fluid. GG,

genetic group effect; DPP, days postpartum effect; GG x Diet, genetic group by diet interaction; Diet x DPP, diet by days postpartum interaction; GG x DPP,

genetic group by days postpartum interaction. Significant (P < 0.05) P-values are in bold and indicate that the means differ; n.s., not significant

Genetic group Energy diet P-value or significance
Parameter .
aramete 34HG T7/8HG HE  LE  Mean sem. Diet GG DPP %Ci;e:‘ DD";tPX %%Ff Diet x GG x DPP

GlucP (mg/dl) 59.39 56.95 59.77 5658 5831 057 0.0025 0.0194 0.0018 n.s. n.s. n.s. n.s.
InsP (uUI/mL) 16.64 11.52 16.24 11.92 14.12 0.78 0.0394 0.0155 n.s. 0.0800 n.s. n.s. n.s.
UreaP (mg/dl) 30.16 25.80 2744 2852  28.19 0.73 n.s. 0.0458 0.0751 0.0156 n.s. n.s. n.s.
NEFAP (mmol/L) 0.11 0.10 0.09 0.13 0.11 0.006 0.0553 n.s. 0.0526 n.s. n.s. 0.0789 n.s.
GlucFF (mg/dl) 59.21 58.51 60.57 57.18 58.15 0.87 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
InsFF (pUI/mL) 6.47 4.66 6.57 4.56 5.71 0.60 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
IGF-1FF (ng/mL) 119.37 82.00 11795 8342 99.94 6.52 0.0392 0.0266  <0.0001 n.s. n.s. n.s. n.s.
UreaFF (mg/dl) 26.49 23.65 26.57 2357  27.17 1.37 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NEFAFF (mmol/L) 0.04 0.04 0.03 0.04 0.04 0.003 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E.FF (ng/mL) 264.77  229.75 24262 25191 246.16 10.31 n.s. n.s. 0.0494 n.s. n.s. n.s. n.s.
P4FF (ng/mL) 51.13 61.74 5220 60.67 5553  3.18 n.s. n.s. 0.0564  0.0903 n.s. n.s. n.s.
Ex: P4 6.06 4.15 4.96 5.25 5.10 0.29 n.s. 0.0037 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Table 3.  Number of total and viable oocytes recovered from crossbred primiparous cows (3/4 and
7/8 Holstein x Gir) fed low- and high-energy diet during the early postpartum period

Means followed by different upper-case letters differ by Tukey test (at P = 0.05) when comparing genetic
groups. Percentage values followed by different lower-case letters differ by chi-square test (at P = 0.05)

Genetic group

Variabl Energy diet o o M
anavle nergy die 3/4 Holstein x Gir ~ 7/8 Holstein x Gir ean
High 6.91 % 1.70 3.07+181 499+ 1.24
g]"t_a'(sgg‘):ytes (") Low 1018 +1.81 4.04+1.96 7.11+1.34
- Total 8.54 + 1.24X 3.56 + 1.33Y 6.15 % 0.58
High 5.06 + 1.4 2.39 +1.54 3.73+1.06
Viable oocytes () 11+154 2,54+ 167 2+1.14
b Low 8.11%15 54416 532+1.
Total 6.58 + 1.06X 247 +1.14Y 462+0.48
Viable oocytes High 73.30a (162/221) 77.90a (67/86) 74.59 (229/307)
o) Low 79.65a (227/285) 62.89b (61/97) 75.39 (288/382)
Total 76.87 (389/506) 60.94 (128/183)  75.03 (517/689)

Table 4. Cleavage and blastocyst rates during the first 56 days postpartum in crossbred (3/4 and
7/8 Holstein x Gir (HG)) cows fed high- and low-energy diets

Rates in the same column followed by different letters differ significantly (chi-square test, at P = 0.05)

;:r%v:pgenetlc Energy diet Cleavage rate (%) Blastocyst rate (%) Blastocyztorca;;aécleavage
High 54.93b 14.81 26.97X
34 HG (89/162) (24/162) (24/89)
Low 32.60c 9.70 28.57X
(741227) (22/227) (22/74)
High 97.01a 7.50 7.00Y
7/8 HG (65/67) (5/67) (5/65)
Low 90.16a 18.03 20.00X
(55/61) (11/61) (11/55)
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8 ANEXOS

Anexo 1: PROTOCOLO CEUA-EGL N°: 03/2012

En@a

Gado de Leite

Protocolo n°; 03/2012

A Comiss&o de Etica No Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite APROVOU os
procedimentos éticos apresentados neste Protocolo, referente ao projeto/experimento:

“Balanco energético e atividade ovariana de vacas mesticas leiteiras a pasto.”

Presidente/Secretario da CEUA-EGL

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Rua Eugénio do Nascimento, 610 — Bairro Dom Bosco — 36038-330 Juiz de Fora/MG
Telefone: (32) 3311-7402 Fax: (32) 3311-
ceua@cnpgl.embrapa.br



Anexo 2: PROTOCOLO CEUA-EGL N°: 21/2014

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

Em@a

CERTIFICADO

145

Certificamos que o projeto intitulado "Eficiéncia alimentar de bovinos leiteiros nafase de
recria: Efeito do aleitamento intensivo sobre o desempenho, salde e puberdade de
novilhas mesticas Holandes-GIR", Protocolo N° 21/2014, sob aresponsabilidade de
Fernanda Samarini Machado - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagédo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de
Leite, em reunido de 20/08/14.

Vigéncia do Projeto De 10/09/2014 a 12/11/2015

Espécie/Linhagem Bos taurus/Bovino Hol-Gir

N° de Animais 60

Peso/ldade =~ 90 a 300Kg/3 a 12 meses

Sexo Machos () Fémeas ( x)

Origem Biotérios da Embrapa Gado de Leite ( x ) Frigorifico ()
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Jodo Batista Ribeiro
Secretario Administrativo da CEUA/EGL

Embrapa Gado de Leite
Rua Eugénio do Nascimento, 610 — Bairro Dom Bosco — 36038-330 Juiz de Fora/MG
Telefone: (32) 3311-7405 Fax: (32) 3311-7401 cnpgl.ceua@cnpgl.embrapa.br



