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RESUMO

Objetivou-se avaliar os parametros produtivos e reprodutivos de vacas
primiparas leiteiras do cruzamento 3/4 e 7/8 Holandés x Gir (HG) alimentadas com
alto ou baixo nivel de energia na dieta. Foram avaliadas 28 vacas de primeira cria,
oito vacas 3/4 e sete 7/8 HG alimentadas com alto nivel de energia e, sete vacas
3/4 e seis 7/8 HG alimentadas com baixo nivel de energia na dieta. O peso e 0
escore da condi¢cdo corporal (ECC) foram avaliados no dia do parto e a cada
semana, até os 56 dias de lactagdo. O consumo de matéria seca (CMS) individual
foi calculado semanalmente, bem como a producdo e composi¢cao do leite. Todas
as vacas foram submetidas a aspiracoes foliculares aos 14, 28, 42 e 56 dias poés-
parto. Os odcitos recuperados foram classificados conforme sua qualidade e
submetidos a fertilizacdo in vitro. Vacas 3/4 e 7/8 HG demonstraram peso médio ao
longo dos 56 dias de pds-parto de 456,72 + 3,04 e 426,26 + 3,29 kg respectivamente
e ECC de 3,14 + 0,02 (3/4 HG) e 2,94 + 0,02 (7/8 HG). O CMS foi maior nas vacas
3/4, alimentadas com alta energia do que em vacas 7/8 alimentadas com baixa
energia (12,03 £ 0,25 e 12,85 + 0,30 kg, respectivamente). O consumo de FDN
apresentou a mesma distribuicdo que o CMS nas vacas 3/4 alimentadas com alta
energia e 7/8 alimentadas com baixa energia (5,77 = 0,1 e 6,00 £ 0,15 kg,
respectivamente). Vacas alimentadas com baixa energia produziram mais leite que
as alimentadas com alta energia (21,25 = 0,33 e 19,56 * 0,37 litros,
respectivamente), porém o leite corrigido para energia nao diferiu entre os
tratamentos e os cruzamentos. Vacas alimentadas com alta energia produziram
maiores porcentagens de gordura e proteina no leite (4,21 £ 0,11 e 3,10 + 0,03%,
respectivamente) que aquelas alimentadas com baixa energia (3,82 + 0,09% e 2,85
+ 0,03%). A producdo de odlcitos totais e viaveis (Grau I, Il e Ill) diferiu entre
cruzamentos. Vacas 3/4 produziram mais odcitos totais (8,43 + 0,94) do que vacas
do cruzamento 7/8 (3,52 + 0,39). A producéo de odcitos viaveis ndo diferiu entre as
vacas dos cruzamentos 3/4 e 7/8 alimentadas com alta energia. Vacas do
cruzamento 3/4 alimentadas com baixa energia tiveram maior producéo de odécitos
grau | (84,58%). Entretanto, a taxa de clivagem foi maior nas vacas 7/8. As
alimentadas com alta energia demonstraram maior producdo de blastocisto
(97,01%) do que as alimentadas com baixa energia (90,16%). A taxa de producéo
de blastocisto total ndo diferiu entre os cruzamentos e a dieta. Vacas 3/4,
independente da dieta fornecida, e as 7/8 alimentadas com baixa energia
produziram maiores taxas de blastocistos oriundos dos odcitos clivados. Com
relacdo ao periodo pdés-parto avaliado, ndo houve diferenca no total de odcitos
recuperados e viaveis entre 0s cruzamentos e dietas. Porém, observou-se que a
taxa de clivagem diminuiu aos 56 dias acompanhado pela maior taxa de odcitos de
qualidade 1l e lll. Considerando os diferentes periodos pds-parto, a maior taxa de
clivagem foi obtida aos 14 dias (76,09%), diferindo dos demais dias, que tiveram os
resultados semelhantes (40,98 — 53,45%). A taxa de blastocisto ndo diferiu entre os
periodos: 14, 28 e 56 dias (~14,44%) do pos-parto, sendo estes superior aos 42 dias
(4,10%) do pés-parto. Por outro lado, a taxa de blastocisto levando em consideragao
0s odcitos clivados foi superior no dia 56, quando comparado ao dia 42. Em
conclusdo, o aumento da energia da dieta para primiparas mesticas 3/4 e 7/8 HG
permite a producdo de leite com maior teor de soélidos. Vacas 3/4 HG sédo mais
eficientes em produzir odcitos no inicio da lactacdo do que vacas 7/8 HG, por
taxa de blastocisto ndo diferiu entre os cruzamentos avaliados e a dieta fornec

Palavras-chave: consumo, aspiracao folicular, cruzamento, o6cito, embrido.



ABSTRACT

The aim was to evaluate the productive and reproductive parameters of
crossbred primiparous dairy cows 3/4 and 7/8 Holstein x Gir (HG) fed with high or
low level of energy in diet. Twenty-eight primiparous cows were studied, eight 3/4
and seven 7/8 HG fed with high level of energy whereas seven 3/4 and six 7/8 HG
were fed low level of energy in diet. Body weight (BW) and body condition score
(BCS) were evaluated at the parturition and each week, until 56 days of lactation.
Individual dry matter intake (DMI) was weekly calculated, as well as milk production
and composition. All cows were subjected to follicular aspirations at 14, 28, 42 and
56 days after parturition. Oocytes recovered were classified according to their quality
and subjected to in vitro fertilization. 3/4 and 7/8 HG cows demonstrated average
BW through the 56 days after parturition of 456.72 + 3.04 and 426.26 + 3.29 kg
respectively and BCS of 3.14 + 0.02 (3/4 HG) and 2.94 + 0.02 (7/8 HG). The DMI
was higher in 3/4 cows fed with high level than in 7/8 cows fed with low level of
energy (12.03 £ 0.25and 12.85 + 0.30 kg, respectively). The FDN intake presented
the same distribution as DMI in 3/4 cows fed with high level and 7/8 fed with low level
of energy (5.77 + 0.1 and 6.00 £ 0.15 kg, respectively). Cows fed with low level of
energy produced more milk than those fed with high level (21.25 + 0.33 and 19.56 +
0.37 liters, respectively), however the milk corrected to energy did not differ between
treatments and degree of crossbreeding. Cows fed with high level of energy
produced higher percentages of fat and protein in milk (4.21 + 0.11and 3.10 + 0.03%,
respectively) than those fed low level (3.82 + 0.09% and 2.85 £ 0.03%). The
production of total and viable (Grade I, Il and Ill) oocytes differed between degree of
crossbreeding. 3/4 cows produced more total oocytes (8.43 + 0.94) than those 7/8
HG (3.52 + 0.39). The production of viable oocytes did not differ between 3/4 and 7/8
cows fed with high level of energy. 3/4 cows fed with low level had higher production
of Grade | oocytes (84.58%). However, the cleavage rate was higher in 7/8 cows.
Those fed with high level demonstrated higher blastocyst production (97.01%) than
those fed low level (90.16%). Total blastocyst production rate did not differ between
degree of crossbreeding and the diet. 3/4 cows, regardless to the diet, and 7/8 cows
fed with low level of energy produced higher blastocyst rates from the cleaved
oocytes. Concerning the period of postpartum, there was no difference in the total or
viable oocytes recovered between degree of crossbreeding and the diet. However,
the cleavage rate reduced at 56 days followed by a higher Grade Il and Ill oocyte
rate. Considering the different periods of postpartum, the highest cleavage rate was
obtained at 14 days (76.09%), differing to the other days, which had similar results
(40.98 — 53.45%). The blastocyst rate did not differ between the periods: 14, 28 and
56 days (~14.44%), being these superior to 42 days after parturition (4.10%).
Conversely, the blastocyst rate from cleaved oocytes was superior at day 56 when
compared to day 42 after parturition. In conclusion, the increase of energy in diet for
3/4 and 7/8 HG crossbred primiparous allows the production of milk with higher
solids. 3/4 HG cows are more efficient to produce oocytes in the beginning of
lactation than 7/8 HG cows, but the blastocyst rate did not differ between degree of
crossbreeding and offered diet.

Key-words: consumption, follicular aspiration, crossbreeding, oocyte, embryo.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura de leite brasileira estd em expansdo, havendo um
crescimento constante tanto na qualidade de producdo e quantidade de vacas
por fazenda. A producdo média nacional € de 1.340kg litros/leite/vaca/ano
(EMBRAPA, 2010) e provém, em sua grande maioria, de animais oriundos do
cruzamento entre racas européias, principalmente a Holandesa, e racas
zebuinas. Conforme projecdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Brasil dever ter um aumento de 5% na producéo de leite no ano de
2014, podendo chegar a 36,5 bilhdes de litros. A producéo de leite a partir de
vacas mesticas representa 70% do leite produzido no Brasil (FREITAS e
MIRANDA, 2009).

Em Minas Gerais, estado lider na producdo de leite nacional, 44% do
rebanho é constituido de vacas mesticas (Holandés x Zebu), 26% séo animais
com sangue predominantemente Holandés, 8% s&o animais zebuinos, restando
22% de animais sem grau de sangue definido (FAEMG, 2006).

No pés-parto imediato, as vacas de leite passam por mudancas em seu
metabolismo, caracterizadas por aumento nas exigéncias nutricionais para
manter a producdao de leite, mas com reduzido consumo de matéria seca, 0 que
faz com que as vacas experimentem um periodo de balango energético negativo
(BEN), com variacédo individual em sua intensidade e duracéo.

O metabolismo animal afeta a reproducado, especialmente o BEN, que
prejudica a foliculogénese (SANTOS, 2010). Além do desenvolvimento folicular,
a gualidade oocitaria também é prejudicada. Parte desses efeitos pode ser
explicada por variacdes nas concentragfes plasmaticas e intra-foliculares de
horménios e metabdlitos, essenciais para o desenvolvimento e qualidade dos
oocitos (LERQY et al., 2005).

A producao e reproducdo no periodo de transicdo e durante o inicio da

lactacdo sd@o estudadas com mais frequéncia em animais de alta producéo
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(BUTLER, 2004; LEROQOY, 2006; SANTOS, 2010), o que ndo acontece em
animais mesticos de média producéo leiteira. Considerando a importancia dos
animais mesticos para a producéo de leite nacional, tornam-se necessarios mais
estudos gque avaliem os efeitos da nutricdo e da producéo de leite no inicio da
lactacdo sobre caracteristicas reprodutivas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar diferencas de primiparas
mesticas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir alimentadas com diferentes niveis de energia
na dieta quanto ao peso e escore da condic&o corporal, bem como a ingestéo de
matéria seca, producdo e composicao do leite, quantidade e qualidade de odcitos

aspirados e o desenvolvimento embrionario nos primeiros 56 dias do pos-parto.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PERIODO DE TRANSICAO

No final da gestacdo e no inicio da lactacdo, diversas alteracbes séo
observadas no metabolismo das vacas leiteiras. Este periodo € denominado de
periodo de transicdo, sendo definido como a fase entre as trés semanas que
antecedem o parto e as trés primeiras semanas de lactacdo (DRACKLEY, 1999).

A vaca sai do periodo seco e inicia a lactacdo com um aumento repentino
na demanda de energia para a producao de leite (BAUMAN e CURRIE,1980).
Nesta fase, a ingestdo de matéria seca ndo supre a alta demanda de energia
destinada para a producéo de leite. Consequentemente, a maioria das vacas
nesse periodo apresenta um balanco energetico negativo, que pode ser mais
acentuado ou nao, de acordo com o individuo, a raca ou o0 cruzamento.

A principal caracteristica do periodo de transicdo de vacas leiteiras € o
aumento elevado na demanda de nutrientes como energia, glicose, aminoacidos
e célcio, utilizados pela glandula mamaria para producéo de leite (OVERTON e
WALDRON, 2004). Nesse periodos, a energia ingerida € priorizada para a
mantenca e producdo de leite, em detrimento das funcdes reprodutivas
(MONTIEL e AHUJA, 2005). Entretanto, Drackley (1999) afirma que esse periodo
corresponde ao limite biolégico dos processos metabdlicos na vaca leiteira,
caracterizado pelas dramaticas alteragcdes metabolicas e fisioldgicas pelas quais
ela atravessa, e que ocorrem paralelamente a involug&o uterina e ao reinicio da
atividade ovariana.

O periodo de transicdo continua sendo uma probleméatica dentro dos
rebanhos leiteiros, resultando em importantes perdas econbmicas. O
desequilibrio nutricional que ocorre nesse periodo afeta diretamente o
desempenho produtivo e reprodutivo (DRACKLEY, 1999; HAYIRLI et al., 2002).
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O periodo de transicéo, contudo, € de elevada e fundamental importancia
para a reproducdo da vaca (PETER et al., 2009). Gonzélez (2002) resalta que
os dois primeiros meses pés-parto sdo 0s mais criticos para vacas leiteiras,
principamente as de alta producéo. O consumo de alimento ndo 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 condigdo corporal, em um periodo critico para a reproducao, quando
ocorre a involucdo 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).

Walsh et al. (2011), em uma revisado sobre causas de infertilidades em
vacas de alta producdo, citam que o0 primeiro passo a ser tomado é a
minimizacdo do balanco energético negativo. O balanco energético negativo
causa reducdao na fertilidade (ROCHE et al., 2009), interfere na reducéo de sinais
de estro e baixa resposta a sincronizacdo 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 é a razdo do atraso da
retomada da atividade ovariana luteal ciclica no pés parto (COLLARD et al.,
2000; LUCY, 2001). Fatores reprodutivos como: antecipacdo no retorno da
atividade ovariana, maior taxa de concep¢ao a primeira inseminacao e menor
intervalo entre partos estdo associados ao aumento da ingestdo de materia seca
no inicio da lactacdo (PATTON et al., 2007).

2.1.1 Consumo de matéria seca

7

A ingestdo de alimento € resultante de varios mecanismos inter-
relacionados (VAN SOEST, 1994). Para Mertens (1992), o consumo voluntario
do animal é regulado por trés mecanismos: o fisiolégico, em que a regulacdo é
fornecida pelo balanco nutricional; o psicogénico, que envolve a resposta do

animal a fatores inibidores ou estimuladores, relacionados ao alimento ou ao
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ambiente; e o fisico, relacionado a capacidade de distensao do rumen, que pode
influenciar a taxa de passagem e a taxa de digestao dos alimentos.

Segundo Reis et al. (2009), as variagOes na resposta do desenvolvimento
animal podem ser interpretados como reflexo da qualidade da forragem, que &
determinada por dois fatores principais, o0 consumo de MS e o seu valor nutritivo.
A ingestdo de matéria seca € um dos fatores determinantes do desempenho
animal, sendo o ponto inicial para o ingresso de nutrientes, principalmente de
energia e proteina, necessarios para o atendimento das exigéncias de mantenca
e producédo (NOLLER et al., 1997).

De acordo com Van Soest (1994), animais que recebem dietas de alta
densidade calérica, como as ricas em concentrados, podem ter o consumo
determinado pela demanda energética, enquanto aqueles que recebem dietas
de baixa qualidade e densidade energética tém o consumo determinado pela
capacidade fisica do trato gastrintestinal. Uma vez que a fibra em detergente
neutro (FDN) do alimento apresenta fermentacdo e passagem pelo rimen-
reticulo mais lentas que os demais constituintes da dieta, exercendo efeito de
enchimento, Mertens (1992) prop6s que este fosse utilizado como preditor da
ingestdo voluntaria de matéria seca (MS), ja que permite, numa mesma escala,
relacionar os mecanismos fisico e fisiolégico de regulagdo do consumo. Dessa
forma, a limitacdo do consumo pela capacidade fisica ocorre em dietas com
valores de FDN acima del,2% do peso vivo (PV) (MERTENS, 1994) e com
digestibilidade aparente total da MS inferior a 66% (NRC, 2001).

A ingestdo de matéria seca € um dos fatores determinantes do
desempenho animal, sendo o ponto inicial para o ingresso de nutrientes,
principalmente de energia e proteina, necessarios para o atendimento das
exigéncias de mantenca e producdo (NOLLER et al., 1997). Segundo Vasquez
(2002), a baixa producéo de vacas sob regime de pastejo deve-se a0 consumo
deficiente de matéria seca (MS) digestivel, pois a baixa digestibilidade dessas
forrageiras determina que o consumo de matéria seca de vacas em pastejo ndo
ultrapasse os 2,0% de seu peso vivo. Aparentemente, o limite de producgéo de
leite de vacas em pastagens tropicais ndo ultrapassa 4.500kg/vaca/lactacao.
Esse limite € determinado pelo alto contetdo de fibra e baixa digestibilidade da
forragem (ALVIM et al., 1999).
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A suplementacdo com alimento concentrado ndo somente aumenta o
consumo de matéria seca do alimento volumoso, mas também aumenta o
consumo de FDN do alimento volumoso em relagéo ao peso vivo (SOUSA et al.,
2008). Mesmo que fracionada, a suplementacdo concentrada pode representar
elevada ingestdo de carboidrato/proteina rapidamente degradaveis no ramen,
implicando em eventuais distdrbios digestivos/metabdlicos, caso haja acumulo
de amdnia e acidos, pela insuficiente utilizacdo/remoc¢éo do rimen (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 reducéao
do consumo de matéria seca (MS). A inclusédo de lipideos insoliveis na dieta
pode evitar estes disturbios (VAN SOEST, 1994).

Além dos fatores nutricionais, inerentes a dieta, fatores metabdlicos
contribuem para aumentos significativos de consumo no inicio da lactacdo. O
CMS aumenta rapidamente no pdés parto, fazendo com que o trato
gastrointestinal também aumente de tamanho, cerca de 4kg de aumento de sua
capacidade para cada 1kg de aumento no consumo (NRC, 2001). Ha um
aumento gradual no consumo de MS no inicio de lactacao, chegando no limite
méaximo aos 70 dias de p6s parto (HUTTMANN et al., 2009). O NRC (2001) ainda
reporta que o ponto maximo de consumo de MS de vacas Holandesas, em clima
temperado, ocorre em torno de 14 semanas de lactacdo, enquanto que vacas
mesticas F1 Holandés x Zebu alcancam o consumo maximo em torno da sétima
semana de lactacdo (SANTOS, 2011).

A inadequada ingestdo de MS/energia esté associada a efeitos inibtérios
do hipotadlamo e hipofise, gerando reducdo da sintese e liberacdo de LH. Em
consequéncia, ha menor crescimento folicular (DISKIN et al., 2003). Por outro
lado, ha estudos que mostram que o excesso de ingestdo de MS aumenta o
crescimento final do foliculo (ARMSTRONG et al., 2001; MOLLO et al., 2007).
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2.1.2 Escore de condicao corporal e peso ao parto

A vaca, dentre suas atividades metabdlicas, tem na capacidade de
mobilizar reservas corporeas no periodo de pés-parto, quando a mesma se
encontra em balango energético negativo, uma das mais importantes atividades
por ela desempenhada. A maioria das vacas leiteiras mobiliza reservas corporais
de gordura no pré-parto e inicio da lactacdo, que sdo recuperadas com o
decorrer da lactacdo e, especialmente, ao longo da gestacédo (FRINGENS et al.,
2004). O ECC de vacas leiteiras € uma ferramenta importante utilizada para
avaliar niveis de reserva corporal de gordura, sendo a melhor préatica de
avaliacdo que expressa o0 status nutricional dos animais (SATURNINO e
AMARAL, 2004).

Estudos mostraram que o ECC ao parto (FERREIRA et al.,1993 ; Ferreira
et al., 2005) e a perda de condicdo corporal no inicio da lactacdo foram
relacionadas com a fertilidade (GARNSWORTHY,1988; GEARHART et al.,
1990; MARKUSFELD et al.,, 1997; SANTOS, 2005) e a producdo de leite
(MARKUSFELD et al., 1997; PEDRON et al., 1993).

Eventos fisiol6gicos em vacas leiteiras como producao de leite e eficiéncia
reprodutiva sdo amplamente relacionados ao ECC. Através de seu
monitoramento, € possivel estimar o BEN, o principal evento da fase de transicao
de uma vaca de alta producdo. Entre os diferentes métodos de avaliacdo do
ECC, o mais facil e mais amplamente utilizado € o desenvolvido por
EDMONSON et al. (1989), exame internacionalmente aceito para prever o
estado nutricional de vacas principalmente aquelas de alta producdo (BERRY et
al., 2007). Este método € baseado em avaliacdes visuais e tateis das reservas
corporais em pontos especificos do corpo da vaca, em uma escala de 1 a 5, com
subunidades de 0,25 pontos.

Animais com maior escore ao parto mobilizam maiores reservas corporais
(FREITAS JUNIOR et al., 2008), o que acontece de forma mais acentuada em
animais de alta producdo de leite (GALLO,1996), incapazes de consumir
guantidades adequadas de energia durante o inicio da lactagéo, para compensar
a producéo de leite (HOLCOMB, 2001).
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Vacas com escore abaixo de 3,0 ao parto apresentam reduzido
desempenho reprodutivo, nessecitando maior tempo para o reinicio do retorno
da atividade ovariana no pos parto (BUTLER, 2008). Por outro lado, Angulo
(1997) observou que vacas mesticas (Holandés x Zebu) com escore alto tém sua
atividade luteal ciclica antecipada quando comparada aquela de vacas de escore
baixo. Em primiparas, outro fator que afeta o retorno a atividade ovariana no pos-
parto € o peso ao parto. Primiparas com menor peso ao parto apresentam maior
periodo de servico em relacdo aguelas com maior peso ao parto. (CARVALHO
et al., 2010).

Estudos mostram ainda que o ECC tem efeitos na qualidade de odcitos
de primiparas. O baixo ECC néo interfere na taxa de recuperacado de 00dcitos,
mas afeta o seu desenvolvimento in vitro, representado por menores taxas de
clivagem e blastocistos (MEE et al. 2000). Baixos escores corporais influenciam
as concentracdes de hormonios importantes, como o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), ainsulina e a leptina, hormonios que afetam
o desenvolvimento oocitario (ADAMIAK et al., 2005).

Quando a nutricdo é balanceada, 0os animais recuperam as reservas
energéticas corporais com maior facilidade (MORRISON et al., 1999). Um
adequado manejo nutricional, com volumosos de boa qualidade e
suplementacdo com concentrado durante o periodo pré-parto € necessario para
garantir adequados escores da condicdo corporal ao parto (CARVALHO et al.,
2009).

2.1.3 Producao e composicéao de leite

A producgédo e a composicao do leite de vacas mesticas Holandés x Zebu
€ afetada por diferentes fatores como o nivel de manejo da propriedade, o grau
de sangue do cruzamento utilizado, o escore da condi¢éo corporal ao parto, o
balanco energético em que o animal se encontra e a dieta oferecida ao animal,
entre outros. Em trabalho que avaliou o desempenho de vacas mesticas em um

nivel baixo ou alto de manejo, Madalena et al. (1990) relataram producéao de leite
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de 2953 kg, em 305 dias, na primeira lactacdo de vacas F1 submetidas a nivel
alto de manejo. Por outro lado, a producéo foi de 2636 kg de leite, em 375 dias
de lactacdo, nas vacas submetidas a nivel baixo de manejo. A producdo de
sélidos do leite também foi fortemente influenciada pelo nivel de manejo. As
producdes de gordura e proteina foram de 132,4 kg (3,40%) e 99,8 kg (3,36%)
nas vacas submetidas a nivel alto de manejo e de 113,6 kg (4,30%) e 83,9 kg
(3,16%), respectivamente, naquelas submetidas a nivel baixo de manejo.

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 fracao de genes da raca Holandés, 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 solidos no leite
sdo mais dependentes das caracteristicas ambientais de elevada variabilidade,
observa-se maior producdo de sélidos em vacas com maior fracdo genética de
Holandés. Ainda, os teores de solidos no leite podem variar bastante de acordo
com a raca utilizada nos cruzamentos. Vacas das racas Jersey, Pardo Suico e a
linhagem Holandés-Frisian melhoram o teor de gordura e proteina no leite
guando comparadas com as Holandesas, que produzem maior volume de leite
por dia (MADALENA, 2008).

O ECC também afeta a producédo 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 mobilizacdo de gordura corporal na fase inicial da
lactacdo, que proporciona nivel elevado de acidos graxos nao esterificados na
circulacao. Esses acidos graxos podem ser utilizados diretamente pela glandula
mamaria, juntamente com outros nutrientes provenientes da dieta para sintese
de gordura do leite.

O balanco energético da vaca € outro fator muito importante que afeta a
composicdo do leite, e, principalmente, a relagdo gordura:proteina no leite
(GRIEVE et al. 1986; HEUER et al. 2001; FRIGGENS, et al. 2007;
BUTTCHEREIT et al. 2010.). Geralmente, durante os primeiros 60 dias de
lactacdo, as vacas apresentam algum grau de balanco energético negativo.

Neste periodo, observa-se reducdo nos teores de gordura e proteina do leite. A
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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). Buttchereit et al. (2010) demonstraram uma alta
relacdo gordura:proteina no leite, de aproximadamente 1,4, nos primeiros dias
de lactacao. Esta relacao apresenta constante queda até terco médio de lactacéo
(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 relacéo pode ser utilizada como um indicador
do balanco energético do animal (FRIGGENS et al., 2007; BUCHEREIT et al.,
2010; LOVENDAHL et al. 2010).

O efeito da nutricdo sobre a producéo de sélidos do leite tem sido mais
extensamente estudada. Fatores como fibra, tamanho da particula, relacao
volumoso:concentrado, nutrientes protegidos no rimen e o teor de carboidratos
nao fibrosos da dieta alteram a producéo e a porcentagem de sélidos no leite.
Gonzéalez et al. (2004) afirmam que o teor da fibra na dieta e a relagédo 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 afeta
0 consumo, a taxa de degradacédo e o tempo de retencdo da ingesta no rimen
(VAN SOEST, 1994).

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

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

2.1.4 Efeito homeorético

Durante o inicio da lactacdo, com o aumento da producao de leite, ocorre
um periodo de déficit de energia. Para sair do estado gestacional e iniciar a
lactacdo, o organismo da vaca passa por conjunto de adaptacbes metabdlicas
coordenadas para atender o 0 novo estado fisiolégico. Entretanto, tal fenébmeno
leva o organismo exercer respostas para atender a maior demanda energeética,
que envolve o tecido adiposo (aumento da lipdlise), o figado (aumentando a
gliconeogénese e glicogendlise), o musculo (mobilizacdo de proteinas), e 0sso
(mobilizacdo mineral) (DRACKLEY,1999).

No tecido adiposo, lipdlise e lipogénese séo reguladas para aumentar as
reservas lipidicas durante a gravidez (lipogénese), e, posteriormente, essas
reservas sdo mobilizadas apés o parto e o inicio da lactagao (lipolise) (SMITH e
MCNAMARA, 1990; FRIGGENS, 2003; SUMNER e MCNAMARA, 2007). Estas
modificacdes ndo ocorrem em funcdo de uma mudancano ambiente nutricional,
mas sim de uma funcéo fisiolégica (lactacdo) .A taxa de lipdlise € maior que a de
lipogénese, disponibilizando acidos graxos néo esterificados (AGNE) que seréo
utilizados pela glandula mamaéria, figado e outros 6rgaos. Intensa mobilizacdo
lipidica leva a aumentada captacdo de AGNE pelo figado (ALVES et al., 2009)
Nas duas primeiras semanas ap0s o0 parto também se observa aumento da
mobilizacdo das reservas corporais de proteina, principalmente do musculo
esquelético, disponibilizando aminoacidos que serdo utlizados na

gliconeogénese hepética (BELL, 1995).
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2.2 FOLICULOGENESE

A foliculogénese nos bovinos é um processo continuo de crescimento e
atresia dos foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade
e continua na vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al., 2001).

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 ovulacdo ou, ha
maior parte das vezes, a atresia (FINDLAY, 1994; ERICKSON e SHIMASAKI,
2001).

Segundo Campbell (1995), o periodo necessario para o foliculo primordial
alcancar seu tamanho pré ovulatério é cerca de 90 dias, Porém, ainda ndo séo
totalmente conhecidos os mecanismos que controlam o inicio e o niumero de
foliculos primordiais que comegcam a crescer (WEBB et al., 2004). Embora o
crescimento folicular seja controlado principalmente por meio das gonadotrofinas
e por fatores de crescimento produzidos localmente, varios fatores, sejam eles
ambientais ou nutricionais, podem influenciar o desenvolvimento folicular e a
qualidade do odcito e, consequentemente, a fertiidade (GARNSWORTHY e
WEBB,1999; WEBB et al., 2003).

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

O crescimento folicular € um fendmeno 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 maturacao final o qual ocorre na fase de proestro e a ovulagdo no metaestro.
Este crescimento ocorre geralmente uma ou duas vezes, durante a fase
progesteronica, e no final do ciclo do estro, bem como durante a outros estados
reprodutivos (MIHM et al., 2002).
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De acordo com Figueiredo et al.(1996), Gambini et al. (1998) e B0 et al.
(2000) ocorrem varia¢des no nimero de ondas foliculares na 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, os foliculos iniciam um periodo de
crescimento organizado, determinado pelo FSH. Nessa fase, denominada
recrutamento, os foliculos sintetizam hormaonios (inibina e estradiol) que reduzem
a secrecao de FSH pela hipofise (GIBBONS et al., 1997). Dos varios foliculos
recrutados, geralmente apenas um continuara o seu crescimento (LUCY et al.,
1992). Essa fase em que ha reducédo do namero de foliculos em crescimento é
chamada selecé&o ou divergéncia

Apos a divergéncia, o FD continua seu crecimento sob influéncia e agéo
do LH, até que haja tamanho suficiente para chegar a ovulacdo, na fase
chamada de dominancia folicular. Porém, quando h& elevada concentracédo
plasmatica de progesterona, o foliculo pré ovulatorio 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 recrutado a dominancia e a fase pré ovulatéria (WEBB, et al., 1999).
Este FD s6 ird ovular se houver lutedlise e consequentemente, reducdo dos
niveis plasmaticos de progesterona, o que possibilitard& o aumento da
frequénciasde pulsos de LH (FORTUNE et al., 2004).

A fisiologia reprodutiva de vacas zebuinas € diferente de vacas taurinas.
As diferencas relatadas estdo em caracteristicas como &rea de tecido luteal,
baixa capacidade de secretar LH, diametro do foliculo dominante, duracdo do
estro e diametro folicular no momento da divergéncia e ovulacao (FIGUEIREDO
et al., 1997; PINHEIRO et al., 1998; PATHIRAJA et al., 1986).

Os padrées de crescimento folicular nas diferentes racas européias (Bos
taurus taurus) e zebuinas (Bos taurus indicus) e também individuos provenientes
de seus cruzamentos sao relatados, com predominancia de duas (FIGUEIREDO
et al., 1995) e trés ondas foliculares (GINTHER et al., 1989; BO et al., 1993,
BORGES et al, 2001).
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2.3 PUERPERIO E RETORNO DA ATIVIDADE OVARIANA

Durante o puerpério, o correto funcionamento do eixo hipotalamico -
hipofisario—ovariano-uterino permite que a retomada na secre¢ao dos hormonios
gonadotroficos e gonadal, e consequentemente, no retorno da ciclicidade da
vaca levando a primeira ovulacéo pos-parto seja regular e dentro da normalidade
(SHORT et al., 1990).

A fisiologia do eixo hipotdlamo- hipdéfise-ovario no pos parto é
influenciada pelo estado nutricional, principalmente pelo estado energético em
gue se apresenta o animal. Esse mecanismo envolve varios metabolitos e
horménios, tais como GH, IGF-I, insulina, leptina, AGNE, GnRH, FSH, LH,
progesterona e estrogeno (MEIKLE et al., 2004). Vacas em balango energético
negativo deixam de destinar os nutrientes para a reproducdo, o que limita o
namero de foliculos, bem como o crescimento e o tamanho maximo do foliculo
dominante, com atraso na primeira ovulacdoe reducdo dos sinais de estro
(LEROQY et al., 2008).

A maioria das vacas ndo ovulam na primeira onda folicular pos-parto. Em
vacas da raca Holandés, a ovulacédo acontece em média aos 33 dias pés-parto.
Entretando dentre essse periodo ocorre uma média de 4,2 ondas foliculares
antes da primeira ovulagao, atribuindo ao BEN e aos pulsos de LH (BEAM e
BUTLER, 1998).

ApoOs o parto, ocorre um aumento gradativo do pico de FSH na primeira
semana devido a reducdo das concentracfes de estradiol, apds a expulsao da
placenta. A retomada da pulsatilidade do FSH ocorre apés cerca de 5 a 7 dias.
Para o LH esse periodo € maior, de cerca de 25 a 30 dias. Desta forma, ocorre
0 recrutamento e crescimento de uma onda folicular nos primeiros quatro a 12
dias pos parto (WILTBANK et al., 2006). Porém, o destino do primeiro foliculo
dominante ndo sera necessariamente a ovulagcdo, caso a reposicdo nos

estoques de LH ainda nédo tenha ocorrido (NETT, 1987).
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Entretanto, a duracéo do anestro pos-parto depende da condi¢ao corporal
e do nivel de BEN no qual o animal se encontra, pois vacas em balango
energetico negativo apresentam concentracdes sericas de insulina e IGF-1 mais
baixas, que, influenciam na secrecdo de GnRH e LH, metabdlitos e hormoénios
que podem atuar sobre o ovario para influenciar a sua sensibilidade ao LH
(LUCY, 2000).

A retomada dos ciclos ovulatérios esta associada a uma elevacao de IGF-
1 plasmatico, que esta ligado ao estado nutricional, concentracdo de insulina e
BEN, que vai determinar os pulsos de LH e a fungéo ovariana (SANTOS, 2005).
No poés-parto, a taxa de concepcdo aumenta com o decorrer dos ciclos, sendo
provavel que haja uma relacdo com a melhora do perfil de progesterona (LUCY
2001).

Britt (1992) sugeriu que a menor taxa de concepc¢ao em vacas de leite de
alta producédo, pode ser explicada pela meno rqualidade dos foliculos, pela
menor qualidade do odcito e pela quantidade de progesterona secretada pelo
corpo lateo. Esses efeitos afetam o foliculo e o od6cito durante todo o periodo de
foliculogénese, que dura cerca de 60 dias, desde a ativacdo do odcito até a
ovulacdo. Durante esse periodo, se os foliculos sdo expostos a condicdes
adversas como BEN, estresse térmico ou doenca metabdlica os efeitos
adversos persistem pelos 40 a 60 dias seguintes, uma vez que os efeitos
atingiriam até os foliculos em estagios iniciais de desenvolvimento. A
consequencia € uma reducdo nos indices reprodutivos, devido ao atraso
daprimeira ovulacdo, falha na concepcdo, tanto pelas concentracdes
inadequadas de progesterona, como pelo efeito negativo causado no odcito
liberado apds a ovulacao (BRITT, 1992).

A baixa ingestdo de energia inibe 0 comportamento estral, pois reduz a
responsividade do sistema nervoso central ao estradiol, devido a uma reducao
do numero de receptores no hipotalamo (MILLEMAN et al., 1999). Essa privacéo
de energia ocasiona uma reducdo da frequéncia e pulsos de LH, o que
compromete a maturagdo do foliculo e a ovulacdo. Segundo Kendrick et al
(1999), vacas com melhor balango energético possuem maiores concentracdes
intra-foliculares de IGF-1 e maiores concentracdes plasmaticas de progesterona,

e portanto sdo animais capazes de produzir oécitos de boa qualidade. No
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entanto, a restricAo energética afeta o crescimento folicular. Foliculos
dominantes ndo atingem a maturacgdo final, devido a auséncia de um padrédo
adequado de secrecao de LH, o que pode determinar sua atresia (YAVAS e
WALTON, 2000).

Varios fatores e sinais, tanto extra-ovarianos como reguladores intra-
foliculares autocrinos e paracrinos regulam o crescimento folicular para que os
foliculos passem a atingir a dominancia e assim ovular (WEBB et al., 2008). O
controle das fases finais da foliculogénese esta relacionado principalmente com
as gonadotrofinas (FSH e LH) e a expressao de fatores de crescimento que
modulam a acdo das gonadotrofinas durante essa fase de desenvolvimento
folicular (WEBB et al., 1999).

No inicio da lactacdo, estratégias de alimentacdo, saude e nutricdo que
permitam o0 aumento da ingestdo de materia seca Sd0 necessarias para um
melhor desempenho reprodutivo, uma vez que refletirdo em eventos fisiol6gicos
como involucdo uterina, reposicao dos estoques hipofisarios de LH e iniciacdo
do crescimento folicular em ondas (BUTLER, 2008).

Chagas et al. (2007) relataram que a associacdo negativa entre o 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 pds parto em vacas leiteiras esta associado a uma inadequada
frequéncia de pulsos de LH, que é caracterizado por uma deplecdo nos seus
niveis 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 ovulacdo. O surgimento de ondas foliculares ocorre rapidamente depois
do parto (BO et al., 2003), estas ondas sdo caracterizadas por um rapido
aumento dos niveis séricos de FSH, seguido pelo aparecimento da primeira onda

de crescimento folicular, entre 2 a 7 dias pos-parto (WILTBANK, 2002).
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2.4 CICLOS CURTOS

Em vacas leiteiras também esta relacionado um problema chamado
“ciclos curtos”, caracterizado pela regressdo prematura do corpo luteo
proveniente da primeira ovulacdo poOs-parto, causando alteracdo do ciclo,
ocorrendo devido a liberacdo prematura de PGF2a pelo endométrio (COPELIN
et al.,1989).

A primeira ovulacdo pos-parto geralmente ocorre sem as manifestaces
clinicas tipicas de cio, sendo denominado cio silencioso e é seguida por um ciclo
curto de 8 a 12 dias, acompanhado de um corpo luteo de menor tamanho e
concentracbes sub-luteais de progesterona (PERRY et al.,, 1991), pois pode
haver lise precoce do corpo liteo acarretando em menor concentracdes séricas
de progesterona (MCDOUGALL, 1995) e de apenas uma onda folicular
(MURPHY et al.,1990, FERREIRA et al., 2007).

De acordo com GUILBAULT et al. (1987), o Utero no periodo do pos-parto
produz maiores quantidades de PGF2qa, e quando ocorre a primeira ovulacao,
ndo havendo uma previa exposi¢ao a progesterona, esta maior concentracao de
PGF2a pode promover a lise do corpo Iuteo tdo logo se torne responsivo, o que
resultana fase latea curta (RIVEIRA et al., 1998).

As altas concentracdes plamaticas de progesterona aumentam
progressivamente nos trés primeiros ciclos estrais da vaca no periodo do pés
parto. Entretanto, esse aumento gradativo pode ser diminuido em virtude do BEN

gue o animal se apresenta no inicio da lactacdo (SPICER et al., 1990).

2.5 QUALIDADE DO OOCITO

Os fatores de crescimento, tais como o IGFs, s&o responséaveis pelo
desenvolvimento inicial dos foliculos (ARMSTRONG et al., 2003), aumentando

a proliferacdo de células da granulosa, a esteroidogénese e o crescimento do
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oocito, (SILVA et al., 2009), enquanto que as gonadotrofinas (FSH e LH) séo
importantes no crescimento final (WEBB et al., 2004).

Durante o periodo de maturacéo final, o o6cito passa por alteracdes e
reinicia a divisdo meidtica, induzida 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 odcito (LERQY et al., 2005, 2006
2008).

Dietas fornecidas com altos niveis de energia podem afetar o
desenvolvimento embrionario inicial, pois € comum estar relacionado com
alteracdo no crescimento folicular e na divisdo meiotica do embrido (LEROY et
al., 2008).

Segundo Armstrong et al., (2001), baixas taxas de desenvolvimento pés
fecundacdo sdo mencionados em ruminantes com dietas de alto plano
nutricional, associadas a uma menor qualidade do odcito. Porém, ndo se sabe
quais alteracdes observadas no fluido folicular que possam causar modificacdes
no citoplasma do o6cito e comprometer sua viabilidade.

Levando em consideracdo que a foliculogénese leva em torno de 60 a 80
dias e os foliculos que iniciam o seu desenvolvimento durante o BEN, os mesmos
séo afetados e liberam o6citos de baixa qualidade (BRITT, 1991), provavelmente
pelos fatores de crescimentos e hormonios extra ovarianos estarem envolvidos
nos mecanismos, e estarem sendo afetados pela dieta, interferindo na qualidade
do odcito ovulado (WEBB et al., 2004).

Novilhas com alto nivel 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 superovulagéo, diminuem a producdo embrionéria e alteram a taxa
de clivagem e de blastocisto quando comparada a novilhas com baixa
incrementacdo de energia na dieta (NOLON et al., 1998) relacionado com a

producéo de ovocitos com qualidade comprometida (YAAKUB et al., 1999).
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Kendrik et al. (1999) afirma que o BEN também € 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 niumero de ocdcitos de

boa qualidade.

2.6 PRODUCAO DE EMBRIOES

A partir dos anos 90, 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 que facilitou o emprego de biotecnologias da reprodugcéo como:
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), transferéncia de embrido (TE) e
aspiracao folicular guiada por ultrassom, seguida da producgéo in vitro de
embrides (PIVE). No Brasil, pais que mais se produz embriées no mundo, a PIVE
produziu cerca de 318 mil embrides em 2011, o equivalente a 86% da producéo
mundial de embrides in vitro (International Embryo Transfer Society - IETS,
2013).

A PIVE ainda é bastante ineficiente em vacas leiteiras de alta producdo,
sendo influenciada por diversdes fatores (BOLS, et al., 2004; PONTES et al.,
2010), porém tendo maior sucesso em vacas leiteiras zebuinas (PONTES et al.,
2010).

Existe influéncia do grau genético da doadora sobre as taxas de
recuperacdo de odcitos. Animais Bos Indicus (Gir) apresentam diferencas na
fisiologia ovariana, quando comparados aos Bos taurus (Holandés), como maior
namero 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; VIANA et al., 2010) e maior numero de
foliculos por onda de crescimento (VIANA et al., 2000).

Em um estudo comparativo ente racas, Pontes et al. (2010) relataram

diferencas entre animais das ragas Gir, Holandés e seus cruzamentos. Os
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autores relataram uma maior recuperacao e maior taxa de odcitos viaveis para
aqueles 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 viaveis) e da raca Holandés (11,4 odcitos recuperados, sendo
8,0 considerados viaveis).

Sales, (2011), em noves aspiracdes a cada 14 dias em vacas da raca Gir
recuperou em meédia 22,8 odcitos. A taxa de recuperacao foi 88,8% e média de
oocitos viaveis, 19,3. Vacas da raca Holandés apresentaram menor
desempenho, com 14,8 odcitos recuperados, 60,4% de taxa de recuperagao e
10,8 odcitos viaveis. Ainda, Sales (2011), ao avaliar a influéncia da dieta (alta e
baixa energia) em vacas de leite ndo lactantes, ndo observou diferengas na taxa
de recuperacdo de odlcitos, n numero de odcitos viaveis, nemna qualidade
oocitéria.

O sucesso da producéo in vitro de embrides esta diretamente relacionado
ao numero e qualidade de COCs que sao destinados ao cultivo (VIANA e BOLS,
2005). Fatores que influenciam a quantidade e a qualidade dos odcitos obtidos
por sessdo de aspiracdo, consequentemente a competéncia para a producao
embrionéria é a fase do ciclo estral (VASSANA et al., 2003).

O sucesso da técnica de OPU e PIVE esta relacionada a competéncia dos
odcitos para a producdo de embrides in vitro. Segundo SIRARD (2006), a
competéncia oocitaria pode ser caracterizada por alguns eventos-chave, como
por exemplo; o reinicio da meiose, a ativacdo da clivagem apés a fertilizacéo, o
desenvolvimento ao estaddio de blastocisto, entre outros. Porém o mais
empregado para determinar esta caracteristica € o desenvolvimento a
blastocisto, uma vez que o0s o06citos incompetentes sdo bloqueados na
transcricdo materno- zigotico, que ocorre no estadio de oito células (SIRARD et
al., 2006).

Uma questéo a ser destacada na producéo de embrifes € o tamanho dos
foliculos aspirados. O tamanho dos foliculos tem efeito sobre a capacidade dos
o0citos para prosseguir com o desenvolvimento in vitro até blastocisto Mais
especificamente, os autores relataram que foliculos no intervalo de 2 a 7 mm
produziem od0citos que sdo mais competentes, 0 que resulta em maiores taxas

de clivagem e um maior niumero de blastocistos (MACHATKOVA et al., 1996).
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A capacidade de desenvolvimento de odcitos entre os dias 80 a 120 do
pés parto é baixa (KRUIP et al., 1996). O estagio de lactacdo também apresenta
efeitos sobre a populacgao folicular (MURPHY et al., 1990). Os autres observaram
que o recrutamento e o crescimento dos foliculos aumentaram com o decorrer
dos dias p6s- 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.

Outro parametro de avaliacdo da competéncia dos odcitos, € o diametro
do mesmo. Odcitos a partir de 3mm de diametro ja tem a capacidade de realizar
a ativacdo nuclear. Sendo assim, 0 odcito gradualmente adquire a capacidade
se sofrer a maturacdo, meiose e manter o desenvolvimento embrionario
(HYTTEL et al., 1997; RIZOS et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais com animais foram conduzidos de
acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
EMBRAPA, Centro Nacional de Pesquisa Gado de Leite (Anexol).

3.1 LOCALIZACAO, CONDICOES CLIMATICAS E PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique
Bruschi (CEJHB), da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de
Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil (latitude: 21° 35' 16" S; longitude: 43° 15'
56" W; altitude: 484m), no periodo de setembro a dezembro de 2012.

Durante o periodo experimental a temperatura média foi de 24,17°C e a
umidade relativa do ar apresentou média de 76,28%. Esses dados foram
obtidos da estacdo meteorologica de Coronel Pacheco — MG, do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET), localizada no Campo Experimental José
Henrique Bruschi (http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=estacoes/

estacoesAutomaticas).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi dividido em duas fases. Fase pré-experimental e fase de
tratamento. Na fase pré-experimental, as novilhas foram submetidas a um
periodo de 28 dias de adaptagéo ao sistema free stall e alimentacdo em cochos
individuais (Figura 1). O acesso ao cocho era controlado por dispositivo
eletrbnico, no qual era liberada a entrada do animal por outro dispositivo
magneético anexado ao seu pescoco (Figura 2). Ainda na fase pré- experimental
foi respeitado a mesma dieta que as demais vacas do rebanho consumiam. A

dieta nesta fase era constituida de silagem de milho a vontade acrescido de 2 kg


http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=estacoes/%20estacoesAutomaticas
http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=estacoes/%20estacoesAutomaticas
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de concentrado a base de farelo de soja e milho moido para cada vaca até o dia

do parto.

Figural: Vacas alimentadas em cochos individuais.

Na fase de tratamento, as vacas receberam as dietas experimentais a
partir do parto até os 56 dias de pos-parto. As vacas foram distribuidas ao caso
em arranjo fatorial 2x2 (nivel de energia e grau de sangue). Foi utilizado vacas
de primeira cria do cruzamento 3/4 e 7/8 Holandés x Gir. Duas dietas foram
fornecidas, sendo uma formulada com alta energia e outra com baixa energia
(Tabela 1).
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Figura 2: Dispositivo magnético anexado no pescoc¢o da vaca.

As dietas foram formuladas com auxilio do software Super Crac®, de
acordo com as exigéncias nutricionais para vacas holandesas em crescimento
lactantes produzindo 16 litros de leite/dia, estimadas pelo NRC (2001). Os
ingredientes utilizados na formulagao das dietas foram: silagem de milho (fonte
de volumoso), farelo de soja, milho moido, suplemento mineral e uréia pecudaria.

A Unica diferenca entre as dietas foi a quantidade de energia fornecida,
mantendo os niveis de ingestao dos macro e micronutrientes diarios, bem como
de proteina bruta, similar entre a duas dietas. Era fornecida duas refei¢goes diaria
para todos os animais. A agua era fornecida a vontade dentro do proprio free

stall.
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3.3 ANIMAIS E DISTRIBUICAO ENTRE TRATAMENTOS

Foram utilizadas no experimento 28 fémeas primiparas mesticas leiteiras
com idade média de 35,60 £ 5,71 meses, sendo 15 animais de grau de sangue
3/4 e 13 de grau de sangue 7/8 Holandés x Gir (HG), com escore de condicéo
corporal (ECC) 3,5 (escala de 1 a 5) e peso meédio de 497,78kg. Novilhas 3/4 HG
apresentaram, aos 28 dias pré-parto, 497,20 kg de peso vivo e 3,6 de ECC, e
novilhas 7/8 HG apresentaram 498,46 kg de peso vivo e 3,4 de ECC. Os animais
foram homogeneamente agrupados em duas dietas, sendo uma de alta e outra
de baixa energia, conforme seu grau de sangue, iniciando no dia do parto até os

56 dias pés-parto (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais.

Grupo genético Nivel de inclusdo de energia
Alta energia Baixa energia
(1,93 Mcal/kg) (1,69 Mcal/kg)
3/4 Holandés x Gir G1 (n=8) G2 (n=7)
7/8 Holandés x Gir Gs3 (n=7) G4 (n=6)

As dietas fornecidas eram constituidas pelos mesmos ingredientes, tendo
silagem de milho como volumoso e um concentrado a base de milho moido e
farelo de soja. A dieta de alta energia foi balanceada para fornecer 1,93 Mcal/kg
de MS de energia liguida de lactacdo e 0,168 kg de PB/kg de MS, enquanto a
dieta de baixa energia foi balanceada para fornecer 1,69 Mcal/kg de MS de

energia liquida de lactacao e 0,170 kg de PB/kg de MS:

3.4 MANEJO PRE-PARTO

Todas as vacas foram pesadas semanalmente, por dois dias

consecutivos, sendo considerada a média das duas pesagens. Semanalmente,
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também foi avaliado o ECC de cada animal. Os dados para esses parametros
foram anotados em fichas conforme anexos 5 e 6.

As vacas foram estabuladas, 28 dias pré-parto, em um free-stall contendo
cochos individuais com controle de acesso individual (Calan Gate®, Calan Inc.
New Hampshire, EUA), para adaptacao as instalacdes. A 10 dias da previsao
do parto, as vacas foram alocadas em um piquete maternidade, formado com
capim Cynodon dactylon, dotado de bebedouro, cocho para volumoso e sal
mineral.

Todos os animais do experimento receberam a mesma dieta das demais
vacas do rebanho durante o pré-parto, contendo silagem de milho e 2,0 kg
concentrado (21% PB, 2,02 Mcal/kg de MS, 0,98% de Ca, e 0,5% de P) a base
de milho, farelo de soja, uréia, sal comum, e nlcleo mineral. Foi respeitada uma
sobra diaria de no minimo 5% da racao balanceada oferecida no cocho. Além da
fonte mineral fornecida na dieta, ainda foi fornecido sal mineral ad libitum em

cochos localizados dentro do free stall.

3.5 MANEJO NO DIA DO PARTO

No dia do parto, as vacas foram pesadas e avaliadas quanto ao ECC.
Logo apods, foram novamente encaminhadas para o free stall onde voltaram a

receber alimentagédo em cochos individuais.

3.6 MANEJO POS-PARTO

3.6.1 Manejo nutricional

ApoOs o parto, as vacas passaram a receber duas dietas, de alta ou baixa
energia, de forma individual de acordo com o grupo a que pertenciam (Tabela

2). Foi fornecida dieta completa utilizando veiculo misturador motorizado
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(American Calan®, New Hampshire, EUA). Amostras das dietas foram coletadas
semanalmente e encaminhadas para andlise bromatolégica no Laboratorio de
Andlises de Alimentos (LAA) da Embrapa Gado de Leite, onde foi determinado

o teor de matéria seca da dieta.

Tabela 2: Composicéo da racao total fornecidas aos animais do experimento.

Composigéo da Dieta (MS) Alta energia Baixa energia
Silagem de Milho (%) 60,14 80,31
Farelo de Soja (%) 11,61 11,78
Milho Moido (%) 25,08 4,68
Nucleo Mineral (%) 2,10 2,14
Ureia (%) 1,07 1,09
Matéria Seca (%MS) 33,16% 27,43%
Proteina (PB) 0,168kg/ MS 0,170kg/MS
Fibra Detergente Neutro (FDN) 44% 55%
Célcio (Ca) 7,29/kg 7,49/kg
Fosforo (P) 3,8g/kg 3,60/kg
Energia liquida (EL) 1,93Mcal/kg 1,69Mcal/kg

3.6.2 Manejo de ordenha

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 06:00 e as 15:00h, em
sala de ordenha mecanizada com fosso tipo duplo-oito, circuito fechado com
linha média central e medidor de leite digital. Foi realizado controle leiteiro diario,
sendo considerada a média da producdo semanal. A producdo de leite foi
corrigida (PLC) para 3,5% de gordura a qual foi calculada utilizando a férmula de
Sklan et al. (1992): PLCG 3,5% =[(0,432 + 0,163 x %gordura no leite) x producéo

de leite].
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Semanalmente foram coletadas amostras para determinacdo da
composicdo do leite (proteina, gordura, lactose, extrato seco, extrato seco
desengordurado), proporcionalmente entre a producéo de leite da manhé e da
tarde. As amostras foram acondicionadas em frascos plasticos contendo
Bronopol® como conservante e armazenadas em geladeira a 5°C por no maximo
24h até o envio ao Laboratério de Qualidade de Leite Prof. José de Alencar (LQL)
da Embrapa Gado de Leite. A andlise baseou-se no principio analitico da
absorcao diferencial de ondas infravermelhas pelos diferentes componentes do
leite. Para tanto, utilizou- se o equipamento eletronico Bentley Combi System
2300® (BENTLEY INSTRUMENTS INC., 2007) de acordo com a International
Dairy Federation (IDF, 2000)

3.6.3 Manejo reprodutivo

Foram realizadas aspiracdes foliculares em todas as vacas a cada 14 dias
(14, 28, 42 e 56 dias poés-parto, em média), apds prévia sincronizacado da
emergéncia da onda folicular. Trés dias antes da OPU, procedeu-se aspiracao
folicular guiada por ultrassom (DP 2200 Vet®, Mindray, China), com auxilio de
bomba de vacuo (WTA, Cravinhos, SP, Brasil), de todos os foliculos maiores que
6 mm de didmetro presentes nos ovarios. Utilizou-se agulha descartavel propria
para aspiracao folicular de 20 gauge de diametro (Agulha para aspiracdo, WTA,
Cravinhos, SP, Brasil), acoplada a linha de aspiracédo de teflon de 1,7mm de
didmetro e 80cm de comprimento inseridos a guia de aspiracao folicular. O
sistema de aspiracdo foi submetido a pressao negativa entre 50 e 60 mmHg
produzido por uma bomba de vacuo com sistema embutido de aquecimento para
tubos tipo Falcon de 50ml. Esta aspiracdo teve por objetivo sincronizar a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular.

A aspiracao folicular para a recuperacdo dos odcitos utilizou 0 mesmo
equipamento, material e regulagem. Apos contencdo dos animais, realizou-se a
remocao das fezes da ampola retal, higienizacdo da regido perianal com agua e

sabao, secagem com papel toalha e antissepsia com alcool 70%. Em seguida,
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procedeu-se a anestesia epidural, realizada com 3 a 5ml de lidocaina a 2% sem
vasoconstritor (Lidovet®, Bravet). Com auxilio de guia de puncdo acoplada a
aparelho de ultrassom, foram aspirados todos os foliculos presentes nos ovarios
com mais de 2 mm de diametro. Os odcitos foram recolhidos em tubo cénico tipo
Falcon de 50ml (TTP®, Alemanha) contendo solucéo de meio PBS suplementado
com 0,05% de soro fetal bovino e 20Ul/mL de heparina, onde permaneceram por
no maximo 15 minutos em temperatura de 37°C. No laboratorio, procedeu-se a
filtragem do aspirado em filtro de 40um, seguido de lavagem com PBS para
retirada de sangue. O conteudo aspirado foi vertido em placa descartavel de 100
mm de didmetro e 0s o00citos recuperados sob estereomicroscépio (Wild
Heerbrugg®, Suica).

Os o6citos recuperados foram avaliados quanto a sua qualidade
morfolégica e classificados em viaveis e nao viaveis (Tabela 3). Apos a
classificacdo, os odcitos viaveis foram acondicionados em microtubos de 1,5ml
com solucdo de transporte TCM 199 (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA),
acrescido de 10% de soro fetal bovino e mantidos a 36°C. Os odécitos foram
enviados a um laboratério comercial de producdo de embrides in vitro (Ativa

Embrides, Juiz de fora, Brasil, Grupo Vitrogen) localizado a 32 km de distancia.

Tabela 3. Classificacao dos o6citos quanto ao complexo cumulos-o6citos
(COC), camadas de células do cumulus e seu citoplasma.

Viaveis N&o viaveis
Gl Gli Glli Desnudo
retraca
CoC compacto compacto compacto e.t acdo do
citoplasma
Cam,ada de células >3 >3 entre 1 e 3 sem
do cumulos camadas
Citoplasma homogéneo pouco heterogéneo heterogéneo

homogéneo

Adaptado de Viana et al. (2004).



44

3.6.4 Producdo in vitro de embrides

3.6.4.1 Maturacao in vitro dos complexos cumulus-oocito (COC’s)

A maturacao in vitro dos COCs foi realizada em meio TCM 199 (GIBCO
BRL, Grand Island, NY, USA) acrescido de 10% de soro fetal bovino, FSH, LH e
estrogeno, piruvato e antibiotico em gotas de 70uL, em estufa incubadora a 38,8
°C, com 5% de CO2 em ar atmosférico e 95% de umidade, por 24 horas. Os
oocitos de cada doadora foram colocados em gotas separadas, com no maximo
30 COCs por gota.

3.6.4.2 Fecundacdo in vitro dos odcitos

Os COCs maturados foram fecundados utilizando sémen de touros
provados obtidos das centrais especializadas na comercializagcdo de sémen.
Para preparacdo dos espermatozoides foi utilizado o método do gradiente de
Percoll (Invitrogen), realizado com os gradientes de 45% e 90%. A fecundagéo
foi realizada na gota de 60uL de meio FIV (Vitrogen) contendo heparina e com
2x10% espermatozodides/mL, sob Oleo mineral, por um periodo de
aproximadamente 18-22 horas, nas mesmas condi¢cdes atmosféricas da

maturacao.

3.6.4.3 Cultivo in vitro dos embrides

Para o cultivo dos presumiveis zigotos, foi utilizado CR4aa (Vitrogen)
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contendo soro fetal bovino e BSA. Os embrides foram co-cultivados com células
da granulosa nas mesmas condi¢Oes da fecundagéo, no entanto em gotas de
50pL, sob 6leo mineral, mantendo a quantidade de COCs colocados inicialmente
na MIV. ApGs 72 horas do inicio do cultivo, foi realizado o primeiro feeding, que
consiste na troca de 50% do meio e a taxa de clivagem avaliada. No sexto dia
foi realizado novamente o feeding. No sétimo dia apds a fecundacéo a taxa de

blastocisto foi avaliada.

3.7 VARIAVEIS AVALIADAS

3.7.1 Variaveis do consumo de matéria seca e biométricas

Foram avaliados o peso e ECC de todas as vacas no dia do parto e
semanalmente, sempre no mesmo dia da semana. As pesagens foram
realizadas em tronco contendo balanga eletronica. Para a avaliagdo do ECC foi
realizado inspecéo visual e por palpacao das regiées do isquio, ileo, costelas e
lombar das vacas, atribuindo notas de 2,5 — 3,75, numa escala de (1-5), de
acordo com Edmonson (1989).

A avaliacdo do CMS foi estabelecida pelas pesagens da MS do oferecido
e sobras individuas diariamente. Pelos resultados obtidos foi calculada a média

semanal do CMS por vaca.

3.7.2 Variaveis produtivas

Foram avaliadas a producdo diaria de leite de todas as vacas. A
composicdo do leite foi avaliada semanalmente. As variaveis foram avaliadas
entre 0os cruzamentos das vacas, tratamento recebido e suas interacdes. A partir

da producéo e analise das amostras as seguintes variaveis foram avaliadas:
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e Producao de leite média diaria nas primeiras oito semanas de lactacgéo,
quando considerou-se a média diaria obtida na semana;

e Producéao de leite corrigido para energia (LCE), obtida a partir da formula
de Sklan et al. (1992): PLCG 3,5% =[(0,432 + 0,163 x %gordura no leite)
X producéao de leite].

e Porcentagem de gordura e proteina produzida no leite;

e Porcentagem de estrato seco desengordurado do leite.

3.7.3 Variaveis reprodutivas

De acordo com a metodologia descrita as seguintes variaveis foram
avaliadas:
e Numero de odcitos totais recuperados;
e Taxa de odcitos viaveis recuperados;
e Producao de odécitos de qualidade Grau I, Il e lll;
e Taxa de clivagem;
e Taxa de blastocisto;

e Taxa de blastocistos por odcitos clivados;

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas utilizando o programa estatistico SAS, V.
9.2. As variaveis continuas foram verificadas quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilki e submetidas a analise de variancia utilizando modelos lineares
generalizados (GLM). Para as variaveis biométricas, consumo de matéria seca
e as variaveis produtivas, foram considerados os efeitos fixos de dieta,
cruzamento, semana poés-parto e suas interagcdes duplas e tripla. Para a

producédo de odcitos totais e viaveis, foram considerados os efeitos fixos de dieta,
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cruzamento e sessdo de aspiracdo folicular, bem como suas interacdes. As
médias foram comparadas pelo teste F ou t de Student (P<0,05). As variaveis
discretas (taxa de odcitos viaveis, porcentagem de odcitos graus I, 1l e Ill, taxa
de clivagem, taxa de blastocisto e taxa de blastocisto por odécito clivado) foram

analisadas pelo teste de qui-quadrado (P<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DO PESO E ECC

O peso e 0 ECC ao parto néo diferiram (P>0,05) entre os cruzamentos. O
peso ao parto meédio foi 452,00 + 37,88 kg e 0 ECC, 3,18 + 0,27. Os resultados
do peso corporal e ECC, em relacdo as dietas de alta e baixa energia e aos
cruzamentos 3/4 e 7/8 HG, nos primeiros 56 dias do pds-parto estdo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Peso corporal, escore da condicdo corporal (ECC) nos primeiros 56

dias do pés-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir (média + erro

padrao).
. Cruzamento
Variavel Ener_gla da Total
Dieta 3/4 HG 718 HG
Alta 455,70 £ 4,76 419,55 + 4,61 438,41 £ 3,71
Peso (Kg) Baixa 457,86 + 3,62 434,28 + 4,44 446,91 + 3,06
Total 456,72 + 3,04 % 426,26 +3,29Y 442,34 + 2,45
Alta 3,18 £ 0,032 2,91 +0,03¢ 3,05+£0,02
ECC Baixa 3,08 + 0,02° 2,98 + 0,03° 3,04 £ 0,02
Total 314 +0,02% 2,94 £0,02" 3,04 £ 0,01

a b Médias, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de t de Student
(P<0,05).

%Y Médias, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de F (P<0,05), na
comparacao entre cruzamentos.

A B Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste F (P<0,05), na
comparacao entre dietas.
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Observou-se efeito de grau de sangue sobre o peso e o0 ECC (P<0,05).
Vacas 3/4 foram mais pesadas (456,72 + 3,04 kg) e apresentaram maior ECC
(3,14 £ 0,02) do que os animais 7/8 HG (426,32 + 3,29 kg e 2,94 + 0,02,
respectivamente - Tabela 4). Entretanto, vacas 3/4 alimentadas com dieta de
alta energia apresentaram maior ECC (P<0,05) do que aquelas alimentadas com
dieta de baixa energia.

Na figura 3 € representada a evolucao do peso dos animais ao longo das

primeiras oito semanas pés-parto.
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Figura 3: Peso corporal das vacas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir durantes as
primeiras 8 semanas de lactacao.

Vacas 7/8 HG mobilizaram maior quantidade de reservas corporais do
parto aos 56 dias de lactacdo que vacas do cruzamento 3/4 HG, comprovado
pelo menor escore da condicdo corporal (Tabela 4). Dentre os resultados do
ECC, vacas 3/4 alimentadas com alta energia na dieta perderam menos ECC
gue as do mesmo cruzamento, porém alimentadas com baixa energia. O mesmo
foi observado para o peso corporal, sendo que vacas 7/8 HG foram mais leves
que as 3/4 HG. Outros autores (LAGO et al., 2001; RENNO et al., 2006)
verificaram que animais da raca Holandesa apresentaram mobilizacdo de
reservas corporais no pés-parto em torno de 0,80 unidades de ECC, indicando

maior habilidade desses animais em mobilizar reservas corporais para producéo



49

de leite em comparacdo aos mesticos Holandés x Zebu. Isso pode justificar a
maior perda de peso nos animais com maior grau de sangue da raca Holandesa
neste estudo.

Vacas de racas especializadas na producdo leiteira apresentam uma
deposicdo de gordura diferente daquelas racas destinadas ao corte. Vacas
leiteiras apresentam maior deposi¢cao de gordura visceral, enquanto em vacas
de corte a maior deposicéo é de gordura subcutanea. Essa diferenca também é
observada entre racas zebuinas e taurinas, em que 0s zebuinos apresentam
maior deposicdo de gordura subcutanea. Além disso, ha diferencas na
velocidade de mobilizac&o entre os locais de deposicao. A gordura visceral pode
ser mobilizada mais rapidamente que a subcutanea (THOMPSON et al., 1983;
FERREL e JENKINS, 1984, 1985, 1998; SOLIS et al., 1988). Essas diferencas
também ajudam a explicar a maior mobilizacdo observada nas vacas de maior
fracdo genética da raca Holandesa, no caso as 7/8 HG.

Ha importantes efeitos da heterose sobre ganho de peso em novilhas e
vacas Holandés x Zebu, com reducéo do peso corporal quando a fracao genética
da raca Holandesa se afasta de 1/2 (MADUREIRA et al., 2002; MADALENA et
al., 2003, MARTINS et al., 2004). Martins et al. (2004) demonstraram, ao avaliar
18.089 pesos mensais de 412 fémeas Holandés x Gir, que animais do
cruzamento 3/4 HG apresentam um peso médio durante a vida Util maior que
animais 7/8 HG. Também, vacas 3/4 HG alcancaram o peso maximo mais

tardiamente, sendo, de fato, mais pesadas.

4.2 AVALIACAO DO CMS, CMSPV, CFDN E CFDNPV

Os resultados do consumo de MS, consumo de matéria seca em relacao
ao peso vivo do animal (CMSPV), consumo de FDN (CFDN) e consumos de FDN
em relacéo ao peso vivo do animal (CFDNPV), em relacdo as dietas de alta e
baixa energia e aos cruzamentos 3/4 e 7/8 HG, nos primeiros 56 dias do pos-

parto estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Consumo diario de matéria seca (CMS), consumo de matéria seca por
peso vivo (CMSPV), consumo de fibra em detergente neutro (CFDN) e consumo
de fibra em detergente neutro por peso vivo (CFDNPV) nos primeiros 56 dias do

poOs-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir (média + erro padrao).

. Cruzamento
Variavel Ener_g|a da Total
Dieta 3/4 HG 718 HG
Alta 12,03 £ 0,25 2ab 10,66 +0,27¢ 11,37 £+0,198
CMS Baixa 11,69 +0,35P 12,85+0,302 12,23 +£0,244
Total 12,00 £ 0,20 11,73 +0,18 11,88 + 0,14
Alta 2,74 + 0,052 2,63 + 0,050 2,70 £ 0,04
CMSPV Baixa 2,53 +0,07¢ 2,87 + 0,052 2,69 + 0,05
Total 2,64 + 0,04 2,75+0,04 2,69 + 0,03
Alta 5,77 £0,112b 5,39 +0,13¢ 5,60 + 0,09
CFDN Baixa 5,62 + 019 6,00 £ 0,152 5,80+£0,12
Total 5,7+0,17 5,67 £ 0,10 5,69+0,74
Alta 1,28 + 0,24° 1,28 + 0,25° 1,28 £+ 0,02
CFDNPV Baixa 1,22 + 0,40 1,38 + 0,032 1,30 £ 0,03
Total 1,25+ 0,02 1,33+ 0,02 1,29 £ 0,02

Houve interacéo (P<0,05) do CMS entre cruzamentos e dietas (Tabela 5).
Primiparas do cruzamento 7/8 HG alimentadas com dieta de alta energia
apresentaram menor consumo. Entretanto, para as vacas alimentadas com dieta
de baixa energia, observou-se um maior (P<0,05) consumo das vacas 7/8 HG
em relacdo as vacas 3/4 HG. Ou seja, para a dieta de alta energia, observou-se
um maior consumo nas vacas 3/4, enquanto que na dieta de baixa energia, 0
maior consumo foi das 7/8 HG.

Quanto ao CMSPV, houve interagéo (P<0,05). Para as vacas alimentadas
com dieta de baixa energia, aquelas 7/8 HG apresentaram maior consumo (como
porcentagem do peso vivo) em relacdo aquelas 3/4 HG (Tabela 5). De forma
semelhante, também houve interacao (P<0,05) entre cruzamento e dieta para o
CFDN (Tabela 5). Para as primiparas 3/4 HG, ndo houve efeito da dieta sobre o
consumo de FDN. Ao contrario, primiparas 7/8 HG alimentadas com alta energia
tiveram consumo maior do que aquelas 7/8 HG alimentadas com dieta de baixa
energia, que apresentaram 0 menor consumo. Ainda, para adieta de baixa

energia, observou-se um maior (P<0,05) consumo das vacas 7/8 HG em relacéo
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as vacas 3/4 HG, enquanto que para a dieta de alta energia, observou-se um
maior consumo nas vacas 3/4 HG.

Quanto ao CFDNPV aquelas vacas 7/8 HG alimentadas com baixa
energia apresentaram um maior consumo (1,38 + 0,03) (P<0,05) em relacéo as
demais. Esse consumo € ligeiramente maior do que o relatado por Detemann et
al., (2003), de FDN de 1,32% do PV. Uma hipotese a ser levantada é a questao
de que no presente experimento as fémeas em estudo sdo primiparas em inicio
de lactacdo. Além da exigéncia de producédo de leite, estes animais também
apresentam exigéncia nutricional para crescimento. Dessa forma, as primiparas
7/8 HG que receberam dieta com baixa energia, podem ter compensado sua
maior exigéncia nutricional com maior consumo em relagdo as demais vacas,
principalmente quando se considera o0 menor peso das primiparas 7/8 (426,32 +
3,29 kg), em relacdo as 3/4 (456,72 + 3,04 kg — Tabela 4).

Diversos fatores regulam o consumo de matéria seca em vacas em
lactacdo, como a relacdo volumoso:concentrado, a porcentagem de FDN, o
tamanho das particulas do alimento, entre outros (OLIVEIRA et al., 2011). De
acordo com a relacdo volumoso:concentrado das dietas experimentais, a dieta
de baixa energia permitiria um maior consumo de matéria seca, ao contrario do
que foi observado (Tabela 4). Vacas alimentadas com alta energia na dieta
consumiram uma propor¢cdo de 60% de volumoso e 40% de concentrado,
apresentando 44% de FDN na dieta. Entretanto, aquelas alimentadas com baixa
energia na dieta consumiram uma propor¢ao maior de volumoso em relacéo do
concentrado (80:20), sendo que a dieta apresentava 55% de FDN. Por outro lado
a predominancia de mecanismos fisicos de regulacdo do consumo €
estabelecida com a elevacao dos niveis de volumosos na dieta. Neste aspecto,
possiveis interacfes com a fracao indigestivel da FDN podem ditar a plasticidade
do limite fisico de consumo, que estima o consumo voluntario de matéria seca
(DETMANN et al., 2003)

No presente experimento, observou-se um maior consumo das vacas
alimentadas com dieta de baixa energia, apesar da maior porcentagem de FDN
da dieta. Entretanto, a ingestdo de energia também pode regular esse consumo
(VAN SOEST, 1994), de forma que vacas podem compensar, até certo ponto, a

baixa energia da dieta, aumentando o consumo de matéria seca, como
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observado no presente experimento. Este comportamento de consumo também
demonstra a possibilidade do teor de FDN indicar, com boa preciséo, o nivel
energético de um alimento/dieta em modelos estaticos de predicdo de consumo
(MERTENS, 1994).

O aumento do conteudo energético e/ou digestibilidade também € um reflexo de
um efeito substitutivo na composi¢cdo centesimal dietética. Ou seja, envolve ndo
s6 reducdo dos componentes de mais lenta digestdo, mas também a inclusdo de
componentes de maior potencial de digestdo, normalmente carboidratos néo-
fibrosos. Oba e Allen (1999) obtiveram com éxito o isolamento dos efeitos de
digestibilidade da FDN e concluiram que estes afetaram positivamente o
consumo de MS de vacas em lactacdo. Ainda podemos supor que no
experimento as vacas tiveram forte correlacéo entre a FDN e a fase de regulacéo
fisica do consumo que e da principalmente em virtude do alto volume ocupado
pela fracdo da parede celular das forragens (MERTENS, 1994). Segundo Allen
(1996) ocorre distensdo no compartimento ramen-reticular provocado pelo
enchimento estimulando receptores na camada muscular localizados,
principalmente, em nivel de reticulo e saco cranial, em que mecanoreceptores
sdo excitados por estimulos mecanicos e quimicos e tensoreceptores

respondem a distensdo em si (ALLEN, 2000), estimulando o final de alimentac&o.

4.3 AVALIACAO DA PRODUCAO LEITEIRA, PORCENTAGEM DE GORDURA,
PROTEINA, EXTRATO SECO DESENGORDURADO NO LEITE E A
PRODUCAO DE LEITE CORRIGIDO PARA ENERGIA (LCE)

Vacas alimentadas com dieta de baixa energia produziram mais leite
(P<0,05) do que aguelas alimentadas com dieta de alta energia (21,25 + 0,33 e
19,56 + 0,37 litros, respectivamente - Tabela 5).

Entretanto, as vacas alimentados com dieta de alta energia produziram
leite com maior teor se proteina, gordura e extrato seco total (Tabela 5). Com
relacdo ao cruzamento, vacas 3/4 HG produziram leite com maior (P<0,05)

porcentagem de proteina e extrato seco total do que vacas 7/8.
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Calculou-se a producao de leite corrigido para energia (SKLAN et al.,
1992). Essa variavel corrige a producédo de leite e solidos para 3,2% de proteina
e 3,5% de gordura e € mais indicada para a comparacdo das dietas e dos
cruzamentos. Nao se observou diferenca (P>0,05) entre dieta e cruzamento para

essa variavel (Tabela 6).

Tabela 6: Producéo de leite, porcentagens de gordura, proteina, extrato seco
total, leite corrigido para energia (média + erro padrédo) de vacas mesticas 3/4 e

7/8 Holandés x Gir no inicio da lactacdo submetidas a duas dietas (alta e baixa

energia).
B Energia da Cruzamento
Variavel Di
leta 3/4 HG 7/8 HG Total

Alta 19,33+ 0,59 19,82 + 0,42 19,56 + 0,378

Leite (litros) Baixa 21,86 + 0,50 20,55 + 0,39 21,25+0,334
Total 20,51+ 0,41 20,15+ 0,29 20,34 + 0,25
Alta 4,33+0,16 4,08 £ 0,15 4,21 +0,114

Gordura (%) Baixa 3,87 £ 013 3,76 £ 0,12 3,82+ 0,098
Total 4,11 £ 0,10 3,94 £ 0,10 4,03 £ 0,07
Alta 3,21+ 0,05 2,98 £ 0,03 3,10 + 0,034

Proteina (%) Baixa 2,93 +0,03 2,75+ 0,05 2,85+0,038
Total 3,08 £ 0,03% 2,88 £ 0,03 2,99 +£0,24
Alta 13,05+ 0,18 12,57 + 0,14 12,82 + 0,124

Extrato seco total , B

(EST - %) Baixa 12,22 + 0,14 11,85+ 0,16 12,05+0,11
Total 12,66 + 0,12 % 12,25+0,11Y 12,47 + 0,08

Leite corrigido para Alta 19,51 +£0,53 19,33 +0,50 19,42 £ 0,36

energia (LCE -

litros) Baixa 20,88 + 0,66 18,92 + 0,44 20,00 + 0,42
Total 20,15+ 0,42 19,15+ 0,34 19,69 + 0,28

%Y Médias, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de F (P<0,05), na comparagéo

entre cruzamentos.
A'B Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste F (P<0,05), na comparacéo

entre dietas.

Com relagéo a producgéo de leite, a menor producédo observada para as
vacas alimentadas com dieta de alta energia reflete apenas o volume de leite

produzido, que foi acompanhado, contudo, por uma menor producéo de solidos.
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Maiores porcentagens de proteina produzida pelas vacas 3/4 HG em relacéo a
7/8 HG estdo de acordo com as caracteristicas do cruzamento, como
comprovado por Madalena et al. (1990). Estes observaram maior producao de
proteina e gordura em vacas 3/4 HG do que nas 7/8 HG, durante a primeira
lactacéo.

Essa baixa porcentagem de proteina no leite pode ser explicada pela
nutricdo, ou mais especificamente pelo balanco energético negativo que as
vacas 7/8 HG que experimentaram no inicio da lactacdo, como verificado pela
diferenca entre o peso e o0 ECC ao parto e durante os primeiros 56 dias de
lactacdo. Em trabalho que avaliou o desempenho de vacas mesticas em um nivel
baixo ou alto de manejo, Madalena et al. (1990) relataram producao de leite de
2953 kg, em 305 dias, na primeira lactacédo de vacas F1, submetidas a nivel alto
de manejo. Por outro lado, a producéo foi de 2636 kg de leite, em 375 dias de
lactacdo, nas vacas submetidas a nivel de manejo baixo. As producdes de
gordura e proteina foram de 132,4 kg (3,40%) e 99,8 kg (3,36%) nas vacas
submetidas a nivel alto de manejo. Por outro lado, nas submetidas a nivel de
manejo baixo, foram de 113,6 kg (4,30%) e 83,9 kg (3,16%), respectivamente.
Esses resultados demonstram o efeito do manejo, especialmente nutricional,
sobre a producdo de soélidos do leite.

Ainda, a diferenca na porcentagem de proteina produzida no leite entre
as vacas alimentadas com alta e baixa energia na dieta pode ser explicada pela
disponibilidade ruminal de propionato, originado da fermentacéo de carboidratos
nao fibrosos (BARGO et al., 2002; DELAHOY et al., 2003).

Um déficit de energia leva a um aumento da lipélise, e absorcao de acidos
graxos mobilizados das reservas corporais, o qual resulta em um aumento da
sintese de gordura na glandula mamaria (NRC, 2001). O fluxo de aminoacidos
para a glandula mamaria é comprometida reduzindo o teor de proteina no leite
(GURTLER e SCHWEIGERT, 2005). Por outro lado, de acordo com o Nrc (2001),
o teor de proteina da dieta nao afeta a producéo de proteina no leire, mas sim o
teor de carboidratos néo fibrosos da dieta, que originard uma maior producéo de
proprionato ruminal.

Ambos 0s processos resultam em uma maior relagdo gordura:proteina.

Uma relacdo gordura:proteina > 1,5 indica anormalmente alta lipdlise e provou
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ser um bom indicativo de cetose, deslocamento de abomaso, cistos ovarianos,
mastite, e laminites (GEISHAUSER et al., 1998; HEUER et al., 1999). Portanto
a relacdo gordura:proteina reflete o status do balango energético de uma vaca
(BUTTCHEREIT et al. 2010).

Com relacao a gordura, a maior porcentagem de gordura no leite de vacas
alimentadas com dieta de alta energia pode ser associada a maior mobilizacao
de reservas corporais, evidenciada por um menor peso nos primeiros 56 dias de
lactacdo (Tabela 4). As reservas corporais mobilizadas sdo, primariamente
gordura, na forma de acidos graxos nao esterificados. Esses acidos graxos
podem ser captados diretamente pela glandula maméria e incorporados como
gordura do leite (BELL, 1995).

Por fim, a producédo de leite corrigida para energia € a variavel mais
importante a ser avaliada, pois corrige o leite para uma mesma porcentagem de
gordura e proteina. A interacdo observada deve ser analisada em relacéo as
variaveis de peso, ECC e CMS durante os primeiros 56 dias de lactacao e reflete
o balanco energético das vacas. Entretanto ndo se observou diferenca na
producao de leite corrigido para energia entre os cruzamento nem para as dietas

fornecidas.

4.4 AVALIACAO DA QUANTIDADE E QUALIDADE OOCITARIA

Com relagcdo ao numero de odcitos totais recuperados, as vacas 3/4 HG
alimentadas com baixa energia na dieta tiveram uma maior (P<0,05) producéo
de odcitos totais e viaveis (Tabela 7).

Vacas do cruzamento 3/4 HG alimentadas com baixa e alta energia na
dieta produziram mais odcitos totais (10,18 e 6,91 respectivamente), mais
odcitos viaveis (8,11 e 5,06, respectivamente). Vacas 7/8 HG alimentadas com
baixa e alta energia produziram uma média de 4,04 e 3,07 respectivamente de
oocitos totais, e também uma média de 2,50 e 2,39 respectivamente de o0citos
viaveis (Tabela 7).
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Tabela 7: Producdo média de odcitos totais e viaveis recuperados no inicio do

pés-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 HG ingerindo dieta de alta ou baixa

energia.
Energia Cruzamento
Variavel da Total
Dieta 3/4 HG 718 HG
Odcitos totais Alta 6,91+ 1,00 3,07 +£0,49 512 + 0,63
(n=680) Baixa 10,18 £ 1,61 4,04 + 0,60 7,35+ 1,00

Total 8,43 + 0,94 % 3,52 +0,39Y 6,24 + 0,59

Odcitos viaveis Alta 5,06 + 0,80 2,39 +0,45 3,82+ 0,50
(n=512) Baixa 8,11 + 1,38 2,50 + 0,39 5,52 +0,85

Total 6,48 £0,79* 2,44 +0,30Y 4,67 +0,49

%Y Médias, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de F (P<0,05), na
comparacao entre cruzamentos.

Gwazdauskas et al. (2000) coletaram odcitos durante o periodo de
lactacdo, duas vezes por semana, por aspiracao folicular, e demonstraram que
0 estagio de lactacéo e o nivel de energia da dieta influenciaram a qualidade dos
oocitos. Animais que receberam dieta com menor nivel energético produziram
odcitos com menor capacidade de fertilizagdo. Neste experimento, o pico de
producéo de leite ocorreu aos 42 dias pos parto e o nadir do BEN, ao 44 dias de
lactacdo. Entretanto, no presente experimento ndo foi observado efeito da
energia da dieta sobre a producao de odcitos totais e viaveis (Tabela 6).

A diferenca encontrada na producdo de odcitos entre 0s cruzamentos
avaliados pode ser explicada pela fragdo genética das racas Holandesa e Gir
entre os animais. E notadamente reconhecida a diferenca na producdo de
ol0citos entre animais zebuinos e taurinos. Silva (2009), em um estudo
comparativo da recuperacao de oocitos e da populacéo de foliculos pré-antrais
entre fémeas Bos taurus e Bos indicus, concluiu, pelo método de OPU, que
fémeas Bos indicus produzem maior niumero de odcitos em relacdo a fémeas
Bos taurus, e que uma provavel explicacdo para esta diferenca seria a maior
populacdo folicular nas fémeas Bos indicus. Oliveira (2013) comparou a

producédo de odcitos de vacas Gir e Holandesa e verificou que o grupo Gir



57

apresentou maior producdo de odcitos, que também apresentaram melhor
qualidade que os da raca Holandesa. Assim, o maior nimero de odcitos
recuperados no grupo 3/4 pode ser parcialmente explicado pela maior fracao
genética zebuina nestes animais e pelos maiores efeitos da heterose.

Pontes et al. (2010) compararam a producao e viabilidade de odcitos
provenientes de animais das racas Gir, Holandesa e F1, nos quais observaram
maior producdo e Vviabilidade dos odcitos de Vacas Gir (17,01 e 12,1
respectivamente), que apresentaram taxa de o00citos viaveis de 70,70%,
engquanto que vacas da raca Holandesa produziram 11,4 odcitos totais e 8,0
odcitos viaveis, com 70,20% de viabilidade. Ao comparar o cruzamento entre
essas duas racas, Pontes et al. (2010) também observaram que ha aumento na
producdo e viabilidade dos odcitos. Vacas 1/2 HG apresentaram producéo de
31,4 odcitos totais, sendo 24,3 odcitos consideraveis viaveis (82,35% de
viabilidade). Por outro lado, fémeas 3/4 HG apresentaram menor producao de
odcitos e viabilidade (20,4 odcitos totais, 16,8 odcitos vidveis e 77,39% de
viabilidade). Sendo assim estes autores também demonstram que o aumento da
fracdo genética Holandesa determina uma reducéo na producao de odcitos.

Sales (2011) comparou a producao de odcitos e a taxa de odcitos viaveis
de vacas nao lactantes alimentadas com alta energia na dieta ou somente dieta
de mantenca e ndo observou diferencga entre os tratamentos. Trabalhando com
vacas Gir e Holandés, observou que as Gir apresentaram maior producdo de
odcitos e viabilidade (19,3 e 84,9% respectivamente), enquanto vacas da raca
Holandés apresentaram uma 10,8 e 74,1%.

Martins et al. (2006), avaliando a influéncia da alta ou baixa ingestéo
alimentar na produgéo in vitro de embrides em vacas azebuadas, observaram
um maior numero de foliculos >3 mm de diametro, presentes nos ovarios das
vacas com alta ingestdo no momento das aspiracdes foliculares. Entretanto, o
namero de odcitos aspirados e embrides produzidos in vitro ndo diferiu entre os
grupos, como observado no presente experimento.

Com relacdo a porcentagem de o0citos viaveis, observou-se, para as
vacas alimentadas com dieta de baixa energia, que animais do cruzamento 3/4
produziram uma maior (P<0,05) porcentagem de odcitos viaveis em relacéo as

718, respectivamente, 76,87% e 69,94%. Para as vacas 7/8, observou-se efeito
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da dieta; as vacas alimentadas com dieta de alta energia apresentaram uma
maior porcentagem de odcitos viaveis do que aquelas alimentadas com dieta de
baixa energia (77,90% e 62,89%, respectivamente).

As vacas do cruzamento 3/4 HG produziram um percentual maior de
oocitos grau | que as vacas 7/8 HG. Por outro, lado quando foi considerado
apenas a dieta, as vacas alimentados com baixa energia produziram maior
quantidade de odcitos de grau | (Tabela 8). As vacas 3/4 HG alimentadas com
baixa energia, produziram maior quantidade de odcitos de Grau | (84,58%) que
as demais. Vacas do cruzamento 3/4 HG alimentadas com baixa energia na dieta
produziram menor taxa de od6citos considerados de grau Il que as demais vacas
(Tabela 8).

A maior porcentagem de odcitos viaveis das vacas 3/4 HG esta de acordo
com os resultados anteriores, em que esses animais apresentaram maior
producdo de odcitos totais e vidveis (Tabela 6). Por outro lado, a menor
porcentagem de odcitos viaveis observada para as vacas 7/8 HG alimentadas
com dieta de baixa energia sugere que esses animais tenham experimentado
um periodo de balanco energético negativo mais acentuado durante o inicio da
lactacdo. Indicativo disso foi 0 maior consumo de matéria seca nesse grupo, que
pode ser reflexo da tentativa do animal equilibrar o balango energético pelo

aumento do consumo (Tabela 5).
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Tabela 8: Taxa de odcitos viaveis e taxa de qualidade de odcitos recuperados
nos primeiros 56 dias de pos-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 HG alimentadas
com dieta de alta ou baixa energia.

Variavel Energia da Cruzamento
Dieta 3/4 HG 7/8 HG Total
Alta 73,302 77,902 74,59
(162/221) (67/86) (229/307)
Odcitos Baixa 79,652 62,89 75,39
Viaveis (%) (227/285) (61/97) (288/382)
Total 76,87% 69,94 75,03
(389/506) (128/183) (517/689)
Alta 69,75 67,16° 68,998
(113/162) (45/67) (158/229)
Odcitos Baixa 84,582 70,49 81,60%
Grau | (%) (192/227) (43/61) (235/288)
Total 78,40% 68,75 76,01
(305/389) (88/128) (393/517)
Alta 26,542 28,362 27,077
(43/162) (29/67) (62/229)
Odcitos Baixa 13,22 26,232 15,978
Grau Il (%) (30/227) (16/61) (46/288)
Total 18,777 27,34% 20,89
(73/389) (35/128) (108/517)
Alta 4,32 4,48 4,37
(7/1162) (3/67) (10/229)
Odcitos Baixa 2,20 3,28 2,43
Grau Il (%) (5/1227) (2/61) (7/1288)
Total 3,08 3,90 3,29
(12/389) (5/128) (17/517)

a,b Taxas seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de X? (P<0,05).
%Y Taxas seguidas de letras distintas diferem pelo teste de X? (P<0,05), na
comparacao entre cruzamentos.

A BTaxas seguidas de letras distintas diferem pelo teste de X? (P<0,05), na
comparacao entre dietas.

A distribuicédo de odcitos por qualidade em graus |, Il e lll seguiu 0 mesmo
padrdao observado para a porcentagem de odcitos viaveis. As vacas 3/4
alimentadas com dieta de baixa energia além de apresentarem a maior
proporcdo de oocitos vidveis também apresentaram a maior proporcdo de
oocitos grau | e uma menor propor¢ado de odcitos graus Il e 1l (Tabela 8).

Vacas 3/4 HG alimentadas com baixa energia na dieta apresentaram
maior taxa de odcitos grau | (84,58%), do que as vacas 3/4 HG alimentadas com
alta energia (69,75%) e as vacas 7/8 HG alimentadas com alta e baixa energia

(67,16% e 70,49%, respectivamente). De forma semelhante, as vacas 3/4 HG
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alimentadas com baixa energia apresentaram a menor taxa de odécitos grau |l
(Tabela 8).

Animais 3/4 HZ sdo mais tolerantes ao calor que os animais 7/8 HZ
(AZEVEDO et al. 2005). Diferencas na producao e qualidade de odcitos entre os
cruzamentos também podem estar associadas a efeitos do estresse térmico,
uma vez que o experimento foi conduzido nos meses de outubro, novembro e
dezembiro.

Vacas criadas em regides de elevada temperatura tem a competéncia de
seus odcitos diminuida, (AL-KATANANI et al., 2002), tendo assim sua fertilidade
diminuida. Ainda os autores acreditam que o estresse térmico pode danificar o
odcito durante o periodo que precede a formacéo de foliculos antrais.

A alta ingestdo de energia pode afetar a fertilidade bovina (SARTORI et
al., 2007; SANTOS et al., 2008) por aumentar o metabolismo dos horménios
esteroides. Outro efeito é o aumento nas concentragdes circulantes de insulina
e IGF-I, que podem comprometer a qualidade oocitaria e embrionéria.

Entretanto, durante a lactacdo, os efeitos observados séo inversos, uma
vez que as concentracfes plasmaticas de glicose, insulina e IGF-1 geralmente
estdo baixas. Dessa forma, a principio, quanto maior o BEN, menores sao essas
concentracbes. O balanco energético negativo no poés-parto, afeta uma
variedade de horménios circulantes e de fatores de crescimento como GH, IGF-
I, insulina, leptina, cortisol e tiroxina (WEBB et al., 2004, BUTLER, 2000).

4.4 AVALIACAO DA CLIVAGEM E PRODUCAO DE BLASTOCISTO

A taxa de clivagem foi maior (P<0,05) para as vacas 7/8 HG,
independentemente da dieta fornecida (97,01% e 90,16%, respectivamente,
para as dietas de alta e baixa energia). Por outro lado, as vacas 3/4 alimentadas
com dieta de baixa energia apresentaram menor taxa de clivagem (32,60%),
inclusive em relacdo as vacas desse cruzamento alimentadas com dieta de alta
energia (54,93%). Os resultados desses parametros encontram-se descritos na

tabela
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Tabela 9: Taxa de clivagem e producgéo de blastocistos nos primeiros 56 dias de
pés-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 HG alimentadas com dietas de alta ou

baixa energia.

Variavel Ener_gia da Cruzamento
Dieta 3/4 HG 718 HG Total
Alta 54,93 97,012 67,252
(89/162) (65/67) (154/229)
Taxa de Baixa 32,60¢ 90,162 44,798
Clivagem (741227) (55/61) (129/288)
Total 41,90 93,75% 54,73
(163/389) (120/128) (283/517)
Alta 14,81 7,50 12,66
(24/162) (5/67) (29/229)
Taxa de . 9,70 18,03 11,46
Blastocisto Baixa (22/227) (11/61) (33/288)
Total 11,82 12,50 11,99
(46/389) (16/128) (62/517)
Alta 26,972 7,700 18,83
Taxa de (24/89) (5/65) (29/154)
Blastocisto/ Baixa 28,57% 20,009 25,58
A : (22/74) (11/55) (33/129)
odcito clivado 28 22X 13,33 2191
Total (46/163) (16/120) (62/283)
a,b Taxas, na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de X?

(P<0,05).
% ¥ Taxas seguidas de letras distintas diferem pelo teste de X? (P<0,05), na

comparacao entre cruzamentos.
A B Taxas seguidas de letras distintas diferem pelo teste de X? (P<0,05), na

comparacao entre dietas.

Quanto a taxa de formacdo de blastocisto, ndo se observou efeito de
cruzamento ou energia da dieta (P>0,05 - Tabela 9). Por outro lado, com relagéo
a taxa de blastocistos originados dos odcitos clivados, observou-se efeito de
cruzamento, com as vacas 3/4 HG produzindo mais blastocistos por odcito
clivado. Também, observou-se que as vacas 7/8 HG alimentadas com dieta de
alta energia produziram menos (P<0,05) embrides que os demais grupos.

A menor taxa de clivagem observada para as vacas 3/4 HG néo era
esperada, uma vez que este cruzamento apresentou, além de um maior numero
de odcitos viaveis, uma maior viabilidade e uma maior porcentagem de odcitos

grau | (Tabelas 7 e 8). Ainda, as vacas 3/4 HG foram mais pesadas e
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apresentaram maior ECC do que as vacas 7/8 HG. Apesar da menor taxa de
clivagem, nao observou-se diferenca na producéo de blastocistos (Tabela 9).
Uma possivel explicacdo para esse fato pode ser a polispermia. Durante as
etapas de producdo in vitro, foram utilizadas as mesmas condi¢des, com o cultivo
dos odcitos em gotas separadas para cada doadora. Como foi utilizada uma
mesma dose fecundante, é possivel que o menor numero de odcitos viaveis
cultivados de vacas 7/8 HG (Tabela 7) fosse mais sujeito a polispermia. Segundo
Camargo et al. (2002), alta concentracdo de espermatozoides afeta a taxa de
polispermia, sem afetar a fecundacéao.

A elevada taxa de clivagem das vacas 7/8 HG seguida de uma reduzida
producdo de blastocistos também chama a atencéo e pode indicar uma falta de
sincronia entre a maturacao nuclear e citoplasmatica dos odcitos. Uma possivel
explicacdo para este efeito pode ser o estresse térmico. Considerando-se o
periodo de realizagdo do experimento (outubro — dezembro), as elevadas
temperatura e umidade deste periodo podem ter causado estresse térmico nos
animais experimentais. Segundo Pires et al. (1998), nas condicdes climaticas do
sudeste do Brasil, os bovinos estdo frequentemente sujeitos ao estresse
calérico. De acordo com Azevedo et al. (2005) animais de diferentes
cruzamentos Bos taurus x Bos Indicus, demonstram diferencas na frequéncia
respiratOria expostas a altas temperauras durante o verdo. Vacas do cruzamento
7/8 HG apresentam maior taxa de frequéncia respiratéria nos meses mais
guentes do ano quando comparados com vacas do cruzamento 3/4 HG (62,74 e
54,32 respectivamente), demonstrando maior sensibilidade do grupo genético
7/8HG a altas temperaturas comparado a 3/4HG. Segundo Torres Junior, et al.
(2009) o efeito do estresse térmico na viabilidade oocitaria somente € verificado
na taxa de blastocisto. Camargo et al. (2007) verificaram que odcitos de vacas
da raca Holandés apresentam maior expressédo de genes ligados ao estresse
térmico do que vacas da raga Gir.

Animais 7/8 também apresentam maior espessura da pelagem, maior
comprimento da pelagem do que vacas 3/4 HG (PIRES, et al., 2010). Desta
forma, esse grupo genético é potencialmente mais sensivel aos efeitos do
estresse por calor que as 3/4 HG. Aléem disso, com base na temperatura retal,

Azevedo, et al. (2005) estimaram valores criticos superiores para o ITU para 77
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para vacas 3/4 e de 75 para vacas 7/8, o que demonstra a maior susceptibilidade
deste cruzamento ao estresse por calor.

Os efeitos do estresse térmico podem se manifestar diretamente no
oocito. O estresse térmico provoca uma antecipacdo na maturacdo dos o0citos,
0 que afeta o desenvolvimento do embrido até blastocisto (EDWARDS, et al.,
2005). Isso pode ser observado quando ocorre aumento da temperatura corporal
da doadora, (PUTNEY et al., 1989). A maturacao citoplasméatica ndo € garantida
pela maturacdo nuclear, jA que as condicbes de cultivo podem influenciar
diretamente a maturacdo in vitro (MIV) dos odcitos de forma diferente.
Atualmente, evidéncias disponiveis indicam que as condi¢cdes de -cultivo
adequadas suportam a maturacao nuclear, mas frequentemente ndo conseguem
sustentar a maturacao citoplasmatica (COMBELLES et al., 2002). Entretanto a
etapa de MIV tem o potencial de resgatar uma grande quantidade de odcitos
imaturos ainda no ovario e cultiva-los in vitro até a maturacéo (GILCHRIST et al.,
2008). Ainda, efeitos nutricionais podem afetar a competéncia de
desenvolvimento desses o00citos, reduzindo a producdo de embribes
(GWASDAUZKAS et al., 2000). De fato, essa diferenca entre a taxa de clivagem
e a producdo de blastocistos demonstra a menor qualidade dos odcitos das
vacas 7/8 HG, como observado pela menor producdo de odcitos viaveis e por
sua menor viabilidade (Tabelas 7 e 8).

Segundo Galli et al. (2001) a taxa de blastocistos produzidos in vitro de
vacas da ra¢a Holandesa é cerca de 20%, ao contrario de animais Bos indicus,
nos quais o numero de odcitos recuperados também é maior (em torno de 40%
- PONTES et al., 2009).

A producdo de embribes observada foi abaixo de outros relatos da
literatura para vacas mesticas, como o de Pontes et al. (2010). Como tentativa
para melhorar a producéo embrionaria e padronizar as condi¢cdes experimentais,
adotou-se a sincronizacdo da emergéncia da onda folicular no experimento. O
melhor momento para uma boa recuperacdo de o0citos e producdo de
blastocisto é a aspiracdo dos foliculos nos dias 2, 3 ou 5 da onda folicular
(HENDRIKSEN et al., 2004, MACHATKOVA et al., 2004). Foi utilizada para a
sincronizacao da onda folicular a técnica citada por Bergfelt et al. (1994), e foram

aspirados o foliculo dominante, além de todos os foliculos com mais de 6mm de
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diametro, 3 dias antes das coletas. O objetivo foi recuperar odécitos de foliculos de
menor tamanho que apresentam melhores taxas de producdo embrionéaria
(SENEDA et al. 2001). Além disso, a aspiracdo desses foliculos sincroniza a
emergéncia da onda folicular (GINTHER 2000), o que evita a aspiracao de foliculos
na fase de atresia, que apresentam competéncia de desenvolvimento reduzida
(HENDRIKSEN et al., 2004).

Ferreira (2011) obteve 10% a mais de blastocistos recuperados de odcitos
aos trés dias apos a aspiracao dos foliculos >6mm comparados com o grupo
controle (dias aleatérios do ciclo estral) (25,55 — 15,34% respectivamente) e uma
taxa de producédo de blastocistos/o0citos viaveis de 37,96% para o grupo no qual
foi realizada a ablacao dos foliculos >6mm e 23,93% para o grupo aspirado em
dias aleatorio do ciclo estral.

Como discutido anteriormente para a qualidade dos odécitos recuperados,
a menor producao de embrides apresentada pelas doadoras com maior fragéo
genética da raca Holandesa pode ser explicada por sua maior sensibilidade ao
calor (AZEVEDO et al., 2005). Além disso, por se tratarem de vacas em lactacao,
a alta producdo de leite e sistema nutricional insuficiente para repor as
exigéncias nutricionais dos animais afetam adversamente a producdo de
embrides (PRYCE et al., 2004).

4.5 AVALIACAO DA QUANTIDADE E QUALIDADE OOCITARIA EM
RELACAO AOS DIAS POS-PARTO

O total de odcitos recuperados, bem como 0 numero de odcitos viaveis
das vacas mesticas 3/4 e 7/8 HG, nas diferentes dietas, durante o periodo
experimental estdo apresentados na Tabela 10. N&o foram observadas
diferencas (P>0,05) nos diferentes momentos avaliados quanto ao total de

odcitos recuperados e de odcitos viaveis.
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Tabela 10: Total de odcitos recuperados e o0citos viaveis de vacas mesticas 3/4
e 7/8 Holandés x Gir (média + erro padréo) submetidas a quatro periodos de
OPU (14, 28, 42, 56) dias do pGs-parto.

Dias poés-parto

14 28 42 56
Total de oocitos 6,32 £ 0,98 567+104 6,00+1,00 6,96*1,66
Oacitos viaveis 4,89 + 0,87 430+085 4,48+0,88 5,00+1,32

(P>0,05)

Em relagéo producéo de odcitos viaveis ndo foi observada diferenca nos
dias pos-parto avaliados. Porém quanto aos odcitos de qualidade Grau I, aos 56
dias pds-parto tivemos a menor producéo, o que € acompanhado pela maior taxa

de odcitos de qualidade Il e Il (Tabela 8).

Tabela 11: Taxa de odécitos vidveis e taxa de qualidade de odcitos recuperados

no pos-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir.

Dias pés-parto

Variavel (%)

14 28 42 56

Taxa de odcitos 77,97 75,82 75,31 72,34
viaveis (138/177) (116/153) (122/162) (136/188)

Odcitos Grau | 89,862 71,550 83,612 58,82¢
(124/138) (83/116) (102/122) (80/136)

Odcitos Grau Il 9,42¢ 28,45P 14,75°¢ 30,882
(13/138) (33/116) (18/122) (42/136)

Odcitos Grau Il 0,72 0,00P 1,64° 10,292
(1/138) (0/116) (2/122) (14/136)

b Taxas, na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de X2
(P<0,05).

Durante o inicio da lactacdo, os odcitos sofrem um efeito agudo da
nutricdo ou do balanco energético negativo. De acordo com Diskin (2003), esses
efeitos decorrem de alteragBes nas concentragdes circulantes de hormdnios e
metabalitos, como insulina, IGF-I, glicose, NEFA. Com o decorrer da lactacao,
esses efeitos passam a ser crénicos e as alteracdes no o0cito podem ser mais
extensas, ou seja, ocorreram durante um maior periodo de desenvolvimento do
odcito, como postulado por (BRITT, 1992). Leroy et al. (2004) verificaram que a
constituicéo do fluido folicular de vacas esta diretamente associado a mudancas

bioquimicas séricas durante o0 BEN. Com isso o aumento de BHB e NEFA
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durante o BEN pode interferir negativamente na qualidade do odcito, induzindo
apoptose e necrose da células da granulosa (LEROY et al., 2005). Portanto altas
concentragbes de BHB e NEFA no BEN de fato exerce efeito negativo na
fertilidade de vacas no periodo de pds-parto inicial (LEROY et al., 2008) Isso
pode ter ocorrido no presente experimento, como demonstrado por alteracdes
morfoldgicas na qualidade dos odécitos, como observado aos 56 dias de lactacdo
(Tabela 11). Entretanto, seriam necessarias outras avaliagdes do o6cito, como a
apoptose de células da granulosa ou do préprio oécito ou analises de expressao
génica, que poderiam indicar a extensdo de possiveis alteracdes ocorridas no
odcito. infelizemnte, no presente experimento, tais avaliacbes nao foram

possiveis de serem realizadas.

4.6 AVALIACAO DA TAXA DE CLIVAGEM E PRODUCAO DE BLASTOCISTO
EM RELACAO AO DIA DO POS-PARTO.

A melhor taxa de clivagem quando comparado com os dias do pés-parto
foi aos 14 dias, diferindo (P<0,05) dos demais dias que tiveram os resultados
semelhantes, ou seja, a taxa de clivagem diminui com o avanc¢ar do pds-parto.
Entretanto, a taxa de blastocisto n&o diferiu (P>0,05) entre os dias 14, 28 e 56
dias do pés-parto, sendo superior aos 42 dias do pés-parto. Por outro lado a taxa
de blastocisto levando em considerag¢édo os odcitos clivados foi superior no dia

56, quando comparado ao dia 42.
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Tabela 12: Taxa de clivagem e producao de blastocistos oriundos dos primeiros

56 dias de pés-parto de vacas mesticas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir

Dias pés-parto
Variavel (%)

14 28 42 56
Taxa de Clivagem 76,092 53,45 40,98° 48,53
(105/138) (62/116) (50/122) (66/136)
Taxa de 17,392 11,212 4,10b 14,712
Blastocisto (24/138) (13/116) (5/122) (20/136)
Taxa de
Blastocisto/ 22,8620 20,9725 10,00 30,307
(24/105) (13/62) (5/50) (20/66)

odcito clivado

a,b Taxas, na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de
X? (P<0,05).

O primeiro e o segundo foliculos ovulatérios pds-parto comecam seu
desenvolvimento no periodo seco, quando as condi¢cdes metabdlicas séo
favoraveis. Ao contrario, o terceiro, o quarto e o quinto foliculos ovulatérios se
desenvolvem durante o inicio da lactacdo, quando o BEN é mais intenso e,
consequentemente, podem estar sofrendo alteracdes metabdlicas adversas do
pés-parto produzindo odécitos de baixa qualidade (BRITT, 2001). Resultados do
presente estudo levam a crer que ha uma interferéncia na qualidade dos oécitos
produzidos por foliculos que comecaram seu crescimento no periodo seco das
vacas, ja que aos 14 dias a taxa de clivagem dos odcitos foi maior, diminuindo
aos 28 e 42 dias, havendo uma recuperacao aos 56 dias do pdés parto.

Gwazdauskas et al. (2000) observaram que o pico de producéo de leite
ocorreu ao 42 dias p6s parto e o nadir do BEN, ao 44 dias de lactacdo, o que
coincidiu com uma menor competéncia oocitaria e menor producao de embrides.
De forma semelhante, no presente experimento foi observada a menor producéo
de embrides aos 42 dias de lactagdo, com um aumento na producéo aos 56 dias
de lactacdo (Tabela 11), apesar da reducéo da qualidade oocitéria (Tabela 10).

Segundo Kendrick et al. (1999), vacas da raca Holandesa suplementadas
com dieta de alta energia produzem maior quantidade de o0citos. Em seu estudo

Rossi (2013), ndo observou aumento na quantidade de odcitos totais e viaveis
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aos 30, 45 e 60 dias pés-parto em vacas da raca Holandesa suplementadas com
acidos graxos poliinsaturados (AGPs) em relacdo ao grupo ndo suplementado.
Kendrick et al. (1999) avaliando vacas leiteiras alimentadas com dieta rica em
energia no periodo pés—parto relataram aumento no nimero de odcitos de 1,1
no 30 dias po6s parto para 2,1 aos 100 dias pos-parto. Em outro experimento, o
aumento energético na dieta foi associado ao aumento no recrutamento de
pequenos foliculos durante a primeira onda folicular do ciclo estral de novilhas
holandesas (GUTIERREZ et al. 1997). Entretanto, no presente experimento,
como foram avaliados os primeiros 56 dias pos-parto, nao foi possivel observar

variacdes na producao de odcitos entre as diferentes dietas.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no experimento, nos primeiros 56
dias de pds-parto relacionados as vacas primiparas 3/4 e 7/8 Holandés x Gir

alimentadas com alta ou baixa energia, podemos afirmar que:
Vacas primiparas 3/4 HG sdo mais pesadas e apresentam maior ECC.
Vacas primiparas alimentadas com baixa energia apresentam consumo

de matéria seca.

Vacas primiparas alimentadas com baixa energia produzem maiores
quantidades de leite.

O aumento da energia na dieta permite a producao de leite com maior teor
de gordura e proteina.

Vacas 3/4 HG produzem maior quantidade de odcitos, assim como mais
odcitos considerados viaveis.

Vacas 7/8 HG alimentadas com alta energia permite produzir semelhantes
quantidades de odcitos viaveis que as 3/4 HG.

Vacas 3/4 produzem mais odécitos de Grau | que as 7/8 HG.
Ambos os cruzamentos produzem taxa de blastocisto semelhantes.

Vacas 3/4 alimentadas com alta e baixa energia, e vacas 7/8 alimentadas
com alta energia permitem producéao igual de blastocisto em relacdo aos oocitos
clivados.

Os dias 14 e 42 do p6s- parto permitem uma melhor producéo de odcitos
de Grau I.

As melhores taxa de blastocisto sdo nos dias 14, 28 e 56 dias do pés
parto.
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7. ANEXOS

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

Em@:a

Gado de Leite
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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 Agropecudria
Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite
Ministério da Agricultura, Pecudria 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
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Anexo 2: Planilha de acompanhamento da producao leiteira diaria dos animais

do experimento

Data:

Vaca

Manha

Tarde

Média
do dia

Data:

Manha

Tarde

Média
do dia

Data:

Manha

Tarde

400

408

410

420

425

426

438

443

454

456

457

471

474

9403

9404

9407

9419

9432

9442

9445

9456

9471

9503

9525

9529

9539

9545

9549

9551

9553




Anexo 3: Ficha do controle das aspiracdes foliculares

87

N° vaca: Paricéo: ‘ Data da aspiracao (1?) ‘
Ovério esquerdo Ovaério direito Total Odcitos recup.
Fl. Peq. Fl. Peq. Gl
Fl. Med. Fl. Med. Gll
Fl. Grdes Fl. Grdes Glli
' Fl.Dominante Deg.
Fl.Dominante (FD) (FD)
Dimenséo Dimenséo Total:
Data US Horario Tamanho FD | OBS: Recuperados: ‘
N° vaca: Paricéo: Data da aspiracdo (2?) ‘
Ovario esquerdo Ovario direito Total Odcitos recup.
Fl. Peq. Fl. Peq. Gl
Fl. Med. Fl. Med. Gll
Fl. Grdes Fl. Grdes Glli
' Fl.Dominante Deg.
Fl.Dominante (FD) (FD)
Dimenséo Dimenséo Total:
Data US Horério Tamanho FD | OBS: Recuperados: \
N° vaca: Paricéo: Data da aspiracédo (3?) ‘
Ovario esquerdo Ovario direito Total Odcitos recup.
Fl. Peq. Fl. Peq. Gl
Fl. Med. Fl. Med. Gll
Fl. Grdes Fl. Grdes Glli
Fl.Dominante
Fl.Dominante (FD) (FD) Deg.
Dimenséo Dimens&o Total:
Data US Horario Tamanho FD | OBS: Recuperados: \
N° vaca: Paricéo: Data da aspiracao (4%) ‘
Ovario esquerdo Ovario direito Total Odcitos recup.
Fl. Peq. Fl. Peq. Gl
Fl. Med. Fl. Med. Gll
Fl. Grdes Fl. Grdes Glli
Fl.Dominante
Fl.Dominante (FD) (FD) Deg.
Dimenséo Dimens&o Total:
Data US Horario Tamanho FD | OBS: Recuperados:




Anexo 4: Planilhas de fornecimento da alimentacéo

Sil. | Sobra Sil. Sobra| Sil. |Sobra
N2 Vaca C(Ic:llf)r Trat. |Quad.| Forn. | (KG) | Forn. | (KG) | Forn. | (KG)
(KG) (KG) (KG)
9407 10 2 2 2 2
9471 11 1 1 1 1
408 8 2 2 2 2
9403 7 2 2 2 2
9404 5 1 | 2 1 1 1
9553 4 2 2 2 2
454 3 1 1 1 1
457 2 2 2 2 2
9442 1 1 1 1 1
9539 12 2 2 2 2
400 11 2 2 2 2
474 6 1 1 1 1
9551 5 2 3 2 2 2
9419 4 1 1 1 1
9445 1 2 2 2 2
9549 11 1 1 1 1
443 10 2 2 2 2
425 9 1 1 1 1
9545 8 1 4 1 1 1
9529 3 2 2 2 2
438 2 2 2 2 2
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Anexo 5: Ficha de acompanhamento semanal do peso corporal

Vaca

Peso
Dia:

Peso
Dia:

Peso
Dia:

Peso
Dia:

Peso
Dia:

Peso
Dia:

Peso
Dia:

426

457

420

456

9407

9503

9456

9432

9525

408

471

9553

9442

410

443

9471

9551

454

474

400

425

9403

9529

438

9404

9419

9445

9539

9545

9549
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Anexo 6: Ficha de acompanhamento semanal do escorre de condicao

corporal.

N2
Vaca

ECC
17/09

ECC
28/09

ECC
05/10

ECC
12/10

ECC
19/10

ECC
26/10

ECC
02/11

ECC
09/11

ECC
16/11

426

457

420

456

9407

9503

9456

9432

9525

408

471

9553

9442

410

443

9471

9551

454

474

400

425

9403

9529

438

9404

9419

9445

9539

9545

9549
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