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RESUMO

BATISTA, E. O. S. Resposta ovariana, endocrina e molecular de novilhas
taurinas e zebuinas submetidas a diferentes niveis nutricionais de
ingestdo de matéria seca [Ovarian endocrine and molecular responses in
taurus and zebu heifers submitted to different levels of dry matter intake]. 2015.
118 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

O objetivo deste estudo foi avaliar a dinamica folicular ovariana, a concentracéo
circulante de progesterona (P4) e a expressao hepética de genes (AKR1C4,
AKR1D1, CYP3A4, CYP2C19, SRD5A1, SRD5A3) relacionados ao
metabolismo de P4 durante protocolo de sincronizagédo para IATF em novilhas
Nelore (n = 16) e Holandesas (n = 16) submetidas a alto (ACMS) e baixo
(BCMS) consumo de matéria seca/energia de acordo com o (NRC, 2001). O
experimento foi realizado em arranjo fatorial 2 x 2 e delineamento cross-over. A
dieta experimental foi fornecida por um periodo de 34 dias. Os animais foram
pré-sincronizados com duas aplicacdes de cloprostenol sédico (500 ug, i.m.
PGF,a, Sincrocio®, Ourofino Agronegécio), com intervalo de 12 dias (D -24 e D-
12). Duas doses adicionais de PGF,a (18 e 12 h) foram administradas antes da
insercdo do dispositivo (D0). No DO, os animais receberam um dispositivo
intravaginal de P4 (CIDR®, Zoetis, Brasil), 2 mg i.m. de benzoato de estradiol
(BE, Sincrodiol®, Ourofino Agronegécio) e mais uma dose de PGF.a. Apos 8
dias, o dispositivo de P4 foi retirado e 24 h apdés foi administrado i.m. 1 mg de
BE. Foram realizados exames ultrassonograficos a cada 24h durante o periodo
de permanéncia do dispositivo de P4, a cada 12h da retirada do dispositivo até
a ovulacédo, e no D14 e D17 para mensurar o volume do corpo lateo (CL).
Foram realizadas coletas de sangue diarias do DO ao D10. Uma unica réplica
foi realizada para bidpsia hepatica, que foi feita 48 h apds a insercao de
dispositivo de P4 (D2). Para os dados de dinamica folicular e concentragdes
hormonais, os resultados foram analisados pelo PROC MIXED, e para os
dados de expressado génica pelo PROC GLIMMIX do SAS 9.3, e apresentados
como média £ EPM. O numero de foliculos recrutados foi maior em novilhas
Nelore que Holandesas (42,1 + 3,4 vs. 23,5 + 3,3, P < 0,001). Entretanto, ndo
se verificou efeito da dieta no nimero de foliculos recrutados (ACMS = 33,7 +
3,3vs. BCMS =31,9 + 3,3; P =0,62). O diametro maximo do foliculo dominante



(mm) foi maior em novilhas Holandesas que novilhas Nelore (14,5 + 0,4 vs.
13,0 £ 0,4, P = 0,009); e em animais com ACMS, que com BCMS (14,8 £ 0,4
vs. 12,7 + 0,4; P = 0,0004). Ainda, novilhas Holandesas apresentaram maior
volume do CL (mm®) que novilhas Nelore (6195 + 427 vs. 3507 + 461; P <
0,0001). Novilhas submetidas a BCMS apresentaram maior concentracao
plasmatica de P4 ao longo do protocolo que novilhas submetidas a ACMS (P <
0,05), sendo isto mais evidente em novilhas Nelore (raca * dieta, P = 0,05).
Novilhas Holandesas tiveram maior expressdo de mRNA para SRD5AL,
AKR1C4 e AKR1D1 (P < 0,05), que novilhas Nelore. Entretanto, a expressao
de mRNA para CYP3A4 foi maior em novilhas Nelore que Holandesas (P <
0,0001). A expressao de mRNA para AKR1D1l foi maior em novilhas
submetidas a ACMS comparada a BCMS (P = 0,004), e a expressdao de mRNA
para AKR1C4 foi maior em novilhas sob BCMS comparada a ACMS (P = 0,01).
Os dados séo indicativos de que pode existir caracteristica inerente a raca e a
dieta quanto a metabolizacdo de P4, resposta folicular e modulacdo na
expressdo de genes envolvidos com a metabolizacdo de P4 em fémeas
bovinas submetidas ao protocolo de sincronizacédo da ovulagcdo com dispositivo

intravaginal de P4.

Palavras — chave: Bos indicus. Bos taurus. Figado. Progesterona. Metabolismo



ABSTRACT

BATISTA, E. O. S. [Ovarian, endocrine and molecular responses in taurus
and zebu heifers submitted to different levels of dry matter intake]
Resposta ovariana, endocrina e molecular de novilhas taurinas e zebuinas
submetidas a diferentes niveis nutricionais de ingestdo de matéria seca. 2015.
118 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2015.

The objective of this study was to evaluate the circulating progesterone (P4)
concentration, ovarian follicular dynamics, and liver-gene expression of genes
(CYP2C19, CYP3A4, SRD5A1, SRD5A3, AKR1C4, AKR1D1) associated to P4
metabolism in Nelore (n = 16) and Holstein (n = 16) heifers, kept in high (HDM)
or low (LDM) dry matter intake according NRC (2001) during a timed Al
protocol. The experiment was performed in a cross-over factorial 2 x 2 design.
The experimental diet was fed for a period of 34 days. Heifers were
presynchronized with two prostaglandin treatments (500 pg, i.m. PGF2q,
Sincrocio®, Ourofino Agronegdcio) given 12 days apart (D-14 e D-12). Two
further PGF,a treatments were also performed 18 and 12 h before device
insertion (D0). At the beginning of the synchronization protocol (DO0), all heifers
received an intravaginal P4 device (CIDR®, Zoetis, Brazil), 2 mg i.m. of estradiol
benzoate (BE, Sincrodiol®, Ourofino Agronegécio) and a PGF,a treatment.
Eight days later, the P4 device was removed and 1 mg of BE was applied i.m.
24h later. Ultrasound exams took place at every 24h throughout the P4 device
insertion period, at 12h intervals from device removal to ovulation, and again on
D14 and D17 to measure corpus luteum (CL) volume. Daily blood sampling was
performed from DO to D10. A single liver biopsy was done 48 h after P4 device
insertion (D2). The PROC MIXED procedure was used to analyze data from
follicular dynamics and hormonal profiles, and gene expression records were
analyzed by the PROC GLIMMIX of SAS 9.3. Results are presented as mean *
SEM. The number of recruited follicles was greater in Nelore than in Holstein
heifers (42.1 + 3.4 vs. 23.5 = 3.3, P < 0.001). The diameter of the dominant
follicle (mm) was greater in Holstein than in Nelore heifers (14.5 £ 0.4 vs. 13.0 £
0.4, P = 0.009) and also for HDM heifers than for LDM (14.8 £ 0.4 vs. 12.7 +
0.4; P = 0.0004). In addition, Holstein heifers had greater CL volume (mm?) than
Nelore (6195 £ 427 vs. 3507 = 461; P < 0.0001). Heifers submitted to BCMS



have greater concentrations of P4 during the protocol that heifers submitted to
ACMS (P < 0.05), and this is most evident in Nelore heifers (breed * diet, P <
0,05). Holstein heifers had greater mRNA expression of SRD5A1, AKR1C4 and
AKR1D1 (P < 0.05) than Nelore heifers. The mRNA expression of the gene
CYP3A4 was greater though in Nelore compared Holsteins (P < 0.0001).
Furthermore, the mRNA expression of AKR1D1 was greater in heifers on HDM
than in LDM (P = 0.004). In contrast, the mRNA expression of AKR1C4 was
more expressed in heifers on LDM compared to HDM (P = 0.01). In conclusion,
these results suggest that both cattle breed as well as level of dry matter intake
can alter P4 metabolism, follicular dynamics and gene expression in heifers
supplemented with exogenous P4 during synchronization programs.

Keywords: Bos indicus. Bos taurus. Liver. Progesterone. Metabolism
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Figura 16 - Concentracdo plasmatica de progesterona (P4) durante protocolo
de sincronizacdo da ovulacdo em novilhas da raca Nelore (Bos
indicus) e da raca Holandesa (Bos taurus) submetidas a alta e baixa
ingestdo de matéria seca/energia. Dados apresentados como média

EPM. 81

Figura 17 - Concentracdo plasmatica de progesterona (P4) apés a retirada do
dispositivo intravaginal de P4 (D8) em novilhas da raca Nelore (Bos
indicus) e da raca Holandesa (Bos taurus) submetidas a alta e
baixa ingestdo de matéria seca/energia. Sangue colhido a cada 3 h
do momento da retirada do dispositivo até 12 h. Dados
apresentados como média £ EPM. ..., 82

Figura 18 - Concentracdo plasmatica de progesterona (P4) em novilhas da raca
Nelore (Bos indicus), submetidas a alta (n = 8) e baixa ingestao de
matéria seca/energia (n = 8); e novilhas da raca Holandesa (Bos
taurus), submetidas a alta (n = 8) e baixa (n = 8) ingestdo de
MAtEria SECA/ENEIGIA. ...oeieeeeiieeieiee ettt e 83

Figura 19 - Expresséao relativa de mRNA dos genes A. CYP2C19 (citocromo
P450, familia 2, sub-familia C, polipetideo 19); B. CYP3A4
(citocromo P450, subfamilia IlIA, polipetideo 4) em novilhas da
raca Holandesa (Bos taurus) submetidas a dieta de alta (n = 7) e
baixa ingestdo de matéria seca (n = 6); e novilhas Nelore (Bos
indicus) submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de
MALENA SECA (N = 7)eeeiiiiiiieee e e 84

Figura 20 - Expresséao relativa de mRNA de AKR1D1 (aldo — ceto — redutase
familia 1, membro D1), e AKR1C4 (aldo — ceto — redutase familia 1,
membro C4) em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus)
submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca
(n = 6); e novilhas Nelore (Bos indicus) submetidas a dieta de alta
(n =7) e baixa ingestao de matéria seca (N =7). ..ccccvvveeeereeeriiiinnnnn. 85

Figura 21 - Expresséo relativa de mRNA de SRD5A1 e SRD5A3 em novilhas
da raca Holandesa (Bos taurus) submetidas a dieta de alta (n=7) e
baixa ingestdo de matéria seca (n = 6); e novilhas Nelore
submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca 86
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Figura 22 - Modelo hipotético grafico de fatores envolvidos no metabolismo de
progesterona (P4) em novilhas Bos indicus (Nelore) e Bos taurus
(Holandesa) durante protocolo de sincronizacdo da ovulagcdo com
dispositivo intravaginal de P4...........cooooi

Figura 23 - Modelo hipotético das enzimas envolvidas na primeira fase do
metabolismo hepético de progesterona (P4) em novilhas da raca
Nelore (Bos indicus), independente da dieta fornecida...................

Figura 24 - Modelo hipotético das enzimas envolvidas na primeira fase do
metabolismo hepético de progesterona (P4) em novilhas da raca
Holandesa (Bos taurus), independente da dieta fornecida..............

Quadro 1 - Nomenclatura, primers forward (F) e reverse (R), sequéncia de
primers, identificagdo representativa (ID) e nimeros de pares de
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1 INTRODUCAO

O uso estratégico da inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em
fémeas Bos indicus e Bos taurus como ferramenta de melhoramento genético
promove melhora na eficiéncia reprodutiva, antecipando a concepcao e
aumentando a taxa de prenhez ao final da estacdo de monta (BARUSELLI,
2002; PENTEADO et al., 2005). Em vacas leiteiras, os protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF colaboram com o aumento da taxa de
servico e taxa de prenhez, melhorando a eficiéncia reprodutiva do rebanho
(PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995; PURSLEY; SILCOX; WILTBANK, 1998;
WILTBANK et al., 2011). Em fémeas Bos taurus, particularmente em vacas da
raca Holandesa, tem sido demonstrado que durante protocolo de sincronizacao
da ovulacdo a maior concentracdo de progesterona (P4) durante a fase de
crescimento do foliculo dominante acarreta em maior taxa de concep¢édo apos
IATF (WILTBANK et al., 2011). No entanto, em fémeas Bos indicus (zebu), em
algumas situacdes, a elevada concentracdo de P4 durante os protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo tem apresentado efeitos negativos na taxa de
crescimento do foliculo dominante, e consequentemente na taxa de ovulagao,
comprometendo a eficiéncia dos programas reprodutivos que empregam a
sincronizacdo da ovulacdo (CARVALHO et al.,, 2008; MANTOVANI et al.,
2010).

Sabe-se que a concentracdo de esteroides no sangue correlaciona-se
positivamente com o tamanho das estruturas ovarianas - foliculo dominante e
corpo luteo (CL; VASCONCELOS et al., 2001; PERRY et al.,, 2014). No
entanto, embora tenha sido observado maior didmetro do foliculo dominante e
do CL em vacas Holandesas de alta producdo, a concentracédo de esteroides
circulante € menor em comparagdo as novilhas da mesma raca (LOPEZ;
SATTER; WILTBANK, 2004; SARTORI et al., 2004). De forma similar, sabe-se
que o tamanho do foliculo dominante e do CL sdo maiores em ragas taurinas
comparadas as zebuinas (CARVALHO et al., 2008; GIMENES et al., 2009;
BASTOS et al.,, 2010), o que poderia sugerir maior producdo de hormonios
esteroides nas fémeas taurinas, revisado por BARUSELLI; GIMENES; SALES
(2007); SARTORI et al., (2010). No entanto, tem sido observada maior
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concentracéao circulante de hormonios esteroides em fémeas zebuinas, quando
comparada as taurinas submetidas as mesmas condicbes de manejo
(CARVALHO et al., 2008; BASTOS et al., 2010).

O que determina a concentracao circulante de P4 € o resultado da sua
producao, principalmente pelo CL, e catabolismo que ocorre principalmente no
figado (WILTBANK et al., 2012). Desta forma, a maior concentracéo circulante
de P4 observada em fémeas zebuinas poderia ser explicada pela maior
capacidade esteroidogénica do CL e/ou pela menor metabolizacdo hepatica.
Por possuir menor tamanho de CL, e assim, possivelmente menor quantidade
de células que secretam P4, provavelmente fémeas zebuinas ndo apresentem
maior producdo de P4 que fémeas taurinas. Corroborando esta hipotese, dados
da literatura sdo indicativos de que ha maior capacidade esteroidogénica do CL
de fémeas taurinas (RANDEL, 1976; SEGERSON et al., 1984). No entanto, séo
necessarios trabalhos adicionais para confirmar esta hipotese.

Em relacdo a metabolizacdo hepatica, sabe-se que o aumento de
ingestado de matéria seca em vacas leiteiras de alta producdo, aumenta o fluxo
sanguineo hepatico e, consequentemente a metabolizacdo dos horménios
esteroides no figado (SANGSRITAVONG et al., 2002; WILTBANK et al., 2006),
reduzindo a concentracdo circulante de P4 e E2. No entanto, ha relatos que,
independentemente da dieta (alta ou baixa ingestdo de matéria seca), vacas
secas Bos indicus apresentem maior concentracdo de P4 no dia 7 do ciclo
estral, que vacas secas Bos taurus (BASTOS, 2012). Com esta informacéo,
pode-se especular que as diferencas na metabolizacdo hepética de P4 possa
ser uma caracteristica inerente ao grupo genético, como discutido por BASTOS
(2012). Neste contexto, ha informacfes sobre o envolvimento de enzimas
hepaticas que regulam o metabolismo de P4 em fémeas Bos taurus (LEMLEY
et al., 2008; LEMLEY et al., 2010b; LEMLEY et al., 2010a; VIEIRA et al., 2012;
HART et al.,, 2014; MCCRACKEN et al., 2015; VOELZ et al., 2015). Neste
grupo genético foi observado que a insulina pode inibir a expressao e a
atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo hepatico de P4 (LEMLEY et
al., 2008). Entretanto, ndo ha informacdes sobre a regulacdo do metabolismo
de P4 realizado por estas enzimas em fémeas Bos indicus, que possivelmente
poderiam ajudar a explicar tais diferencas na metabolizacdo de esteroides

entre os dois grupos genéticos.



25

Inicialmente, os principais metabdlitos descritos na literatura resultantes
do catabolismo de P4 foram 21-hidroxiprogesterona e 6B-hidroxiprogesterona,
que sao resultado da inativacdo de P4 pelas enzimas CYP2C e CYP3A,
respectivamente (MURRAY, 1991; MURRAY, 1992). Assim, grande parte dos
estudos realizados com fémeas Bos taurus avaliou somente estas duas
enzimas envolvidas no catabolismo de P4 (LEMLEY et al., 2008; LEMLEY et
al., 2010b; VIEIRA et al., 2012; MCCRACKEN et al., 2015). Entretanto, estes
estudos iniciais foram realizados in vitro (MURRAY, 1991; MURRAY, 1992), e
geralmente os resultados encontrados no metabolismo in vitro sao diferentes
dos resultados encontrados in vivo. A maioria dos metabolitos encontrados no
sangue, urina e fezes sao provenientes de caminhos que envolvem as enzimas
redutases — AKR1C e AKR1D. Assim, o caminho envolvendo estas enzimas
parece ser a principal via de catabolismo hepético de P4 in vivo (STUPNICKI;
WILLIAMS, 1968; CHANTILIS et al., 1996; SCHWARZENBERGER et al.,
1997).

Desta forma, este estudo tem o intuito de gerar informacdes para tentar
compreender as diferencas sobre as bases da fisiologia reprodutiva entre
fémeas Bos indicus e Bos taurus relacionadas ao metabolismo de P4 durante
protocolo de sincronizagédo da ovulagéao para a IATF. Ainda, procura verificar a
influéncia da alta e baixa ingestdo de matéria seca no metabolismo de P4 em
novilhas de ambos o0s grupos genéticos e as possiveis diferencas na regulacdo
de enzimas relacionadas ao metabolismo de esteroides no figado. Essas
informacdes podem ajudar explicar as diferentes respostas aos tratamentos
hormonais, e possibilitar a aplicacdo de biotecnologias da reproducao
respeitando as particularidades dos diferentes grupos genéticos. Ainda, podem
colaborar na programacao de novos protocolos de sincronizacdo para IATF,
como também para a superovulacéo, a aspiracao folicular e a transferéncia de
embrides. Essas informacdes sdo importantes para otimizar o emprego destas
biotecnologias nos sistemas de produgdo de carne e leite e,

consequentemente, a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos.
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2 HIPOTESES

Novilhas da raca Nelore (Bos indicus) apresentam menor taxa de
crescimento e diametro do foliculo dominante durante o protocolo de
sincronizacdo com dispositivo intravaginal de P4 que novilhas da raca
Holandesa (Bos taurus). Além disso, independente da raca, novilhas
submetidas a alta ingestdo de matéria seca/energia apresentam maior
taxa de crescimento e diametro do foliculo dominante, que novilhas

submetidas a baixa ingestdo de matéria seca/energia.

Novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca Holandesa (Bos taurus)
submetidas a dieta de baixa ingestdo de matéria secalenergia
apresentam maior concentracdo de P4 durante o protocolo de
sincronizacdo da ovulagdo com dispositivo intravaginal de P4, em
relacdo aos seus respectivos grupos genéticos submetidos a dieta de
alta ingestdo de matéria seca/energia. Ainda, independente da dieta,
novilhas da raca Nelore (Bos indicus) apresentam maior concentracéo
de P4 durante o protocolo de sincronizacdo da ovulacdo, em relagcéo as
novilhas da raca Holandesa (Bos taurus).

Novilhas da raca Holandesa (Bos taurus), independente da dieta
fornecida (alta ou baixa ingestdo de matéria seca/energia) apresentam
maior abundancia de transcritos para os genes que codificam enzimas
relacionadas ao metabolismo hepéatico de P4 em comparacdo as

novilhas da raca Nelore (Bos indicus).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia no perfil
de dinamica folicular, hormonal e molecular em novilhas da raca Nelore (Bos
indicus) e Holandesa (Bos taurus), submetidas a mesmo protocolo hormonal

para sincronizacao da ovulagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia em
novilhas da ragca Nelore (Bos indicus) e Holandesa (Bos taurus), submetidas a

mesmo protocolo hormonal para sincronizacdo da ovulacao sobre:

1) Dinamica folicular refletida pelo:
- Numero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular
- Inicio da emergéncia da onda folicular
- Taxa de crescimento do foliculo dominante
- Didmetro do foliculo dominante
- Diametro do foliculo ovulatério
- Momento do estro e da ovulacéo
- Taxa de ovulagéo
- Diametro e volume do CL

2) Perfil hormonal, avaliando-se durante o protocolo hormonal:

- Concentracdo plasmética de P4

3) Perfil molecular refletido pelo metabolismo de P4 durante o protocolo
hormonal, pela:

- Abundéancia de transcritos dos genes relacionados ao
metabolismo de P4 hepatico: CYP2C19 (cytochrome P450, family 2,
subfamily C, polypeptide 19); CYP3A4 (cytochrome P450, family 3,
subfamily A, polypeptide 4), AKR1D1 (aldo-keto reductase family 1,
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member D1), AKR1C4 (aldo-keto reductase family 1, member C4),
SRD5A1 (steroid — 5 — alpha — reductase, alpha polypeptide 1) e
SRD5A3 (steroid — 5 — alpha — reductase 3).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A IMPORTANCIA DA NUTRICAO NA REPRODUCAO DE BOVINOS

Tanto o excesso (SANTOS, 1998; WILTBANK et al., 2006; SANTOS;
CERRI; SARTORI, 2008), como a falta de energia (KEISLER; LUCY, 1996; BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003) podem afetar diretamente o desempenho
reprodutivo de fémeas bovinas. O efeito da dieta na reproducdo pode ser
evidenciado no padrdo de crescimento folicular, concentracdo de hormdnios
esteroides (MARTINS et al.,, 2008; BASTOS et al.,, 2010; SALES, 2011,
SURJUS, 2013), atividade secretoria do Utero (ROBINSON, 2006; LEROY et
al.,, 2008) e idade a puberdade (SCHILLO, 1992). O baixo ou excessivo
consumo de vitaminas e minerais também tem seus efeitos na reproducao; e
tem sido relacionado ao baixo desempenho reprodutivo de bovinos (SANTOS;
AMSTALDEN, 1998).

O estudo das patrticularidades fisiolégicas em fémeas Bos taurus e Bos
indicus (CARVALHO et al., 2008; GIMENES et al., 2009; GIMENES, 2010;
SILVA-SANTOS et al., 2011; SOARES et al., 2011; SATRAPA et al., 2013) e
em resposta a diferentes niveis nutricionais de ingestdo de matéria
seca/energia (MOLLO et al., 2007; MARTINS et al., 2008; BASTOS et al.,
2010; SALES, 2011; PRATA, 2013; SURJUS, 2013) tem sido util para o
desenvolvimento de protocolos especificos, ou estratégias de manejo
reprodutivo para maximizar a producao nestes grupos genéticos. Ainda, estes
estudos comprovam que a manipulacéo correta da dieta e do manejo alimentar

podera refletir em uma melhora no desempenho reprodutivo destes animais.

4.2. INFLUENCIA DA NUTRICAO NA DINAMICA FOLICULAR

A dinamica folicular € um processo continuo de crescimento e regressao
de um grupo de foliculos antrais. A maioria destes foliculos sofrera atresia, e
um unico foliculo sera selecionado para continuar o desenvolvimento e chegar
a eventual ovulacédo (LUCY, M C et al., 1992; ADAMS; PIERSON, 1995). O
periodo que envolve a emergéncia folicular até o foliculo alcancar o estagio

pré-ovulatério tem sido relatado ser de 90 dias (FAIR, 2003). Embora os



30

mecanismos que estimulem o numero de foliculos primordiais que seréo
recrutados em uma onda folicular ndo estejam ainda completamente
entendidos, h& indicios que estejam envolvidos os seguintes fatores de
crescimento: BMP4, BMP7, BMP15, GDF9, bFGF, FIG-F (BINELLI; MURPHY,
2009; AERTS; BOLS, 2010). A partir da formacéo do antro, sabe-se que além
de fatores de crescimento: FGF8, IGF1 e IGF2 (BINELLI; MURPHY, 2009;
AERTS; BOLS, 2010), o desenvolvimento folicular passa a ser dependente da
acao de gonadotrofinas (FSH e LH).

No desenvolvimento da emergéncia da onda folicular até a ovulacao,
tanto o excesso, quanto a escassez de nutrientes podem influenciar o
crescimento folicular final (LEROY et al., 2008). Em relagcdo ao efeito da
guantidade de energia fornecida na populacéo folicular ovariana, os resultados
sdo ainda contraditérios. Ha relatos que o excesso de energia na dieta
aumenta o nimero de foliculos recrutados (GUTIERREZ et al., 1997; GONG et
al., 2002), como também ha estudo em que fémeas submetidas a dieta ad
libitum apresentaram menor numero de foliculos ovarianos (MOLLO et al.,
2007).

Em relacdo a taxa de crescimento final do foliculo foi demonstrado que o
excesso da ingestdo de matéria seca aumenta a taxa de crescimento folicular
em novilhas (ARMSTRONG et al., 2001; MOLLO et al., 2007). Neste contexto,
foi observado que o aumento da energia da dieta reduz a concentracdo de
MRNA de IGFBP-2 e 4 em pequenos foliculos antrais, que por sua vez
aumentam a biodisponibilidade local para producédo de IGF-2, o qual sabe-se
gue tem grande importancia no desenvolvimento folicular (WEBB et al., 2004).

No entanto, quando a dieta é fornecida abaixo dos niveis de mantenca
h&d comprometimento no crescimento folicular (MURPHY et al.,, 1991). A
restricdo aguda da dieta reduz as concentracdes sistémicas de hormonios
metabdlicos (insulina e IGF-1), o que resulta em maior niumero de foliculos
anovulatérios, devido a menor secrecdo de E2 e didmetro reduzido destes
foliculos, que reflete em falhas na ovulacdo (BOSSIS et al., 1999; MACKEY et
al., 1999; BOSSIS et al., 2000; MACKEY et al., 2000). Corroborando estas
informacdes, recentemente foi observado que em vacas em lactacdo, e em
fémeas submetidas a baixo plano nutricional, 0 comprometimento no ambiente

metabdlico diminuiu a expressao da proteina STAR (proteina reguladora aguda
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da esteroidogénese), e contribui para reduzir a capacidade do foliculo
dominante em produzir E2 (WALSH et al., 2012). Desta forma, a circulagéo de
metabolitos circulantes pode ter influéncia direta na funcdo das células da
granulosa e competéncia do desenvolvimento do odécito (LEROY et al., 2004a;
LEROY et al., 2004b).

4.3 A INFLUENCIA DA NUTRICAO NA CONCENTRACAO HORMONAL

4.3.1 Hormonios esteroides

A interacdo que ocorre entre as células da granulosa e da teca que
compdem o foliculo ovariano é responsavel pela producdo esteroidogénica
ovariana. Até a onda de LH, a concentragao de 17 - estradiol sintetizado pelas
células da granulosa ap6s aromatizacdo da testosterona (ou 4-
androstenediona) proveniente das células da teca € alta no fluido folicular
(FORTUNE; QUIRK, 1988). Posteriormente, a onda de LH estimula a
transformacao das células da teca e células da granulosa em células luteinicas,
que entao iniciam a produgéo de P4 ao invés de 17 - estradiol, acompanhado
por um declinio na expressdo de mRNA das enzimas P450 17a - hidroxilase
(enzima importante na sintese de testosterona) e P450 aromatase (enzima
importante na sintese de 17p estradiol); (CHAFFIN; DISSEN; STOUFFER,
2000; KOMAR et al., 2001; WALSH et al., 2012).

No CL, o controle da producdo de P4 ocorre basicamente pelo
envolvimento das células luteinicas grandes e pequenas (MURPHY, 2000). Ha
basicamente trés tipos celulares que compdem o CL: células luteinicas
esteroidogénicas grandes, células luteinicas esteroidogénicas pequenas
(RODGERS, 1982; RODGERS; OSHEA; BRUCE, 1983; RODGERS; O'SHEA,
BRUCE, 1984; HOYER; NISWENDER, 1985; 1986; HOYER et al., 1988;
NISWENDER et al., 1994) e células vasculares endoteliais. H4 também outros
tipos celulares como fibroblastos e células imunes (PATE; KEYES, 2001).

As células luteinicas pequenas originam-se das células da teca, e
contém receptores de LH que respodem a este horm6nio com aumento na
secrecdo de P4. As células luteinicas grandes originam-se da granulosa.

Embora as células luteinicas grandes tenham receptores de LH, elas nédo
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respondem a este horménio com aumento na concentracdo de P4
(NISWENDER, 2002).

Em bovinos, as células luteinicas pequenas representam um décimo do
volume das células luteinicas grandes (3.000 vs. 30.000 um®). Entretanto, ha
ao redor de 100 milhdes de células luteinicas pequenas/g de tecido,
comparada a 13,8 milhdes de células luteinicas grandes, que representam
desta forma ao redor de 3,5% do total do nimero de células em bovinos
(O'SHEA; RODGERS; D'OCCHIO, 1989). No entanto, as células luteinicas
grandes tém producdo de P4 cem vezes maior que as ceélulas luteinicas
pequenas (WILTBANK; BELFIORE; NISWENDER, 1993).

Na vaca, as concentragdes de P4 continuam a aumentar até 14° dia do
ciclo estral, mesmo sem que o volume do CL aumente significativamente apds
o dia 7 (SARTORI et al., 2004). O aumento na concentracdo de P4 circulante
durante os primeiros sete dias é provavelmente devido a hipertrofia das células
luteinicas grandes. H& também durante este periodo hiperplasia das células,
muito provavelmente devido a proliferacéo de capilares endoteliais, o que pode
explicar o fato do aumento na concentracéo circulante de P4, sem aumento no
volume do CL citado acima (PARKINSON; TURVEY; JENNER, 1994).

Sabe-se que os foliculos ovulatérios com maior didmetro tém maior
capacidade de produzir E2 (SA FILHO et al., 2010; PERRY et al., 2014), e que
o tamanho do foliculo é positivamente correlacionado com o tamanho do CL
formado, e sua capacidade em produzir P4 (VASCONCELOS et al., 2001,
PERES et al., 2009). Em vacas leiteiras de alta produgéo, os diametros do
foliculo dominante e do CL sdo maiores, no entanto as concentracdes de E2
(LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004) e P4 (SARTORI et al., 2004) sao
menores, em compara¢ado as novilhas. Ha duas hip6teses que podem explicar
essas observacOes: a reducdo na capacidade de producédo de esteroides do
foliculo e do CL em vacas leiteiras de alta producdo, ou o maior fluxo
sanguineo hepatico, devivo a maior ingestdo de matéria seca, o que leva a
maior metabolizagdo dos horménios esteroides. Em relacdo a primeira hipotese
(menor capacidade esteroidogénica do CL de vacas em lactacdo),
recentemente foi encontrada uma maior expressdo de mRNA para STAR no
foliculo dominante de novilhas, comparada as vacas em lactagcdo (WALSH et

al., 2012), o que poderia sugerir uma maior atividade esteroidogénica em
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novilhas, comparada as vacas. Entretanto, alguns estudos séo indicativos de
que esta producdo possa ser similar (BASTOS, 2012). Desta forma, para
confirmagédo desta hipétese estudos adicionais sdo necessarios .

Em relacdo a maior metabolizacdo hepatica de hormonios esteroides,
vacas leiteiras de alta producao ingerem grande quantidade de matéria seca, o0
que promove aumento na circulagdo sanguinea hepatica e favorece a
metabolizacdo dos hormonios esteroides (SANGSRITAVONG et al.,, 2002;
WILTBANK et al.,, 2006), reduzindo as concentracdes circulantes de P4
(VASCONCELOS et al, 2003; LOPEZ, 2004) e E2 (LOPEZ; SATTER;
WILTBANK, 2004). Esta menor concentracdo de E2 pode acarretar em
comprometimento da fertilidade, jA que este horménio estd envolvido no
transporte espermatico (HAWK; COOPER, 1975; ORIHUELA; ORTIZ;
CROXATTO, 1999) e na expressdo de genes importantes para a gestacéo
(BRIDGES et al., 2012). Além disso, em animais com reduzidas concentragcdes
circulantes de E2 é necessario periodo prolongado de crescimento do foliculo
dominante para que ele atinja diametro pré-ovulatério apoés lutedlise (SARTORI
et al.,, 2004), resultando em um maior periodo de dominancia folicular
(BLEACH, 2004; CERRI et al., 2009), pois o foliculo precisa produzir E2
suficiente para compensar 0 que esta sendo metabolizado em excesso e
induzir o pico ovulatério de GnRH. CERRI et al. (2009) trabalhando com vacas
Holandesas em lactacdo demonstrou maior proporcdo de embribes
degenerados provenientes de ovulacbes com dominancia folicular prolongada.
No entanto, foliculos que ovularam mais precocemente apds o estabelecimento
da dominancia, produziram maior porcentagem de embrides viaveis.

Ha relatos de reducéo na concentracdo circulante de P4 quando a dieta
foi fornecida ad libitum em novilhas (VILLA-GODOY et al.,, 1990), como
também em vacas secas, em que foi observada menor concentracdo de
esteroides com o aumento da ingestdo alimentar, comparada ao grupo
submetido a menor ingestdo (BASTOS, 2012). Entretanto, ha relatos em
novilhas e vacas em que a concentracao de E2 n&o diferiu quando estas foram
submetidas a alta ingestdo de matéria seca (1,5M), comparada as alimentadas
com 70% da mantenca (SARTORI; BARROS, 2011; SURJUS, 2013).

Em relagdo ao consumo restrito da dieta, hd dados na literatura de
aumento na concentracdo circulante de P4 (MCCANN; HANSEL, 1986;
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BASTOS, 2012) em vacas, e de concentracdo circulante de P4 constante em
novilhas (SPITZER et al., 1978). No entanto, em vacas submetidas a dieta
abaixo dos niveis de mantenca, sabe-se que a menor concentracao de P4 e E2
observada nestes casos, seja possivelmente devido a reducdo na capacidade
esteroidogénica do foliculo e CL nestes animais (LEROY et al., 2008). Como
resultado da reducdo da concentracdo de P4, ha aumento na frequéncia de
pulsos de LH (DOMINGUEZ, 1995), o que pode levar a luteinizacio prematura
do foliculo dominante, explicando as possiveis falhas na ovulagcdo com a

restricdo da dieta.

4.3.2 Metabolismo de P4

A concentracdo circulante de P4 é o resultado de sua producdo e
metabolismo (TAIT; BURSTEIN, 1964; WILTBANK et al., 2012), que ocorre
principalmente no figado (figura 1; SANGSRITAVONG et al., 2002). Como
descrito anteriormente, a P4 é produzida principalmente pelo CL nos ovarios
(NISWENDER, 2002), mas pode também ser produzida nas glandulas
adrenais, e em grandes quantidades na placenta de fémeas prenhes
(SCHWARZENBERGER et al., 1997). Apés sua producao, a P4 é transportada
a tecidos alvos via circulacdo sanguinea, e sua metabolizacdo além de ocorrer
no figado, pode também ocorrer em tecidos do trato digestivo [(figura 2);
(SCHWARZENBERGER et al., 1997).

O efeito da ingestado alimentar na regulacdo do metabolismo de P4 foi
inicialmente observado em estudos com suinos e ovinos (PARR et al., 1993;
PRIME; SYMONDS, 1993; MILLER et al., 1999), e posteriormente em bovinos
(SANGSRITAVONG et al, 2002; VASCONCELOS et al, 2003).
VASCONCELOS et al. (2003) observaram que ap0s a ingestdo da dieta as
concentracdes circulantes de P4 reduziram de forma aguda (até 6 h apés a
ingestao). Ainda, em mesmo estudo foi demonstrado que a dieta fornecida em
multiplas refeicbes ao longo do dia elimina este efeito agudo da dieta na
concentracdo circulante de P4. Particularmente em vacas leiteiras foi
demonstrado que a taxa de metabolismo de P4 é geralmente determinada pelo
fluxo sanguineo hepatico (SANGSRITAVONG et al., 2002). Tal fluxo resulta da

circulacdo de dois principais vasos, a artéria hepatica e a veia porta. A veia
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porta drena sangue do trato digestivo para o figado. Desta forma, com o
aumento da ingestdo de matéria seca, h4 necessariamente aumento do fluxo
sanguineo no trato digestivo e aumento no fluxo sanguineo hepético,
possivelmente aumentando a taxa de metabolismo de P4 (SANGSRITAVONG
et al., 2002; WILTBANK et al., 2006).

Ainda, em vacas leiteiras ovariectomizadas e n&o lactantes foi
observado que a perda de escore de condi¢ao corporal (ECC) foi associada
com aumento nas concentracdes circulantes de P4. Isto foi atribuido a
mobilizacdo de gordura corporal e consequente liberacdo de P4 estocada no
tecido adiposo (RODRIGUES et al., 2011).

Nos hepatdcitos, a P4 é inativada basicamente por duas reacdes, que
tém sido descritas como reacdes de fase | e reacdes de fase Il, estas envolvem
reacdes de monooxigenacao (hidroxilagdo) ou reducao (figura 3 e 4). Ambas as
reacles resultam em metabdlitos hidrofilicos (figura 3 e 4). Na primeira fase de
catabolismo de P4 hepatico, existem duas vias em que a P4 pode ser inativada
nos hepatocitos, em uma destas vias a P4 € inativada pelas enzimas da familia
citocromo P450, e a outra via envolve as enzimas 5-alfa e 5 beta redutases
[(figura 4); (MURRAY, 1991; MURRAY, 1992; PENNING et al., 2000; YI; IAN;
TREVOR, 2011). A segunda fase de metabolismo de P4, envolve a conjugacéo
de grupos hidrofilicos (glucoronideos ou sulfato) com a molécula de P4, nesta
fase estdo envolvidas as enzimas uridina difosfato glucuronosiltransferase
(UGT1A e UGT1B; figura 3). Esta etapa inativa a P4 e facilita sua excrecéo na
urina e fezes (SANGSRITAVONG et al., 2002)

Os metabdlitos livres de P4 ou conjugados podem ser filtrados nos rins e
eliminados na urina, como também ser secretados no ducto biliar e entédo
liberados no intestino. No intestino, os esteroides conjugados podem ser
desconjugados por glucoronidases ou sulfatases, e assim reabsorvidos do
[imen intestinal e transportados de volta para o figado via circulacdo entero-
hepatica (figura 2); (TAYLOR, 1970; ADLERCREUTZ; MARTIN, 1980;
SCHWARZENBERGER et al., 1997). Entretanto, alguns destes esteroides néo
séo reabsorvidos do intestino, e sdo eliminados nas fezes. Além disso, ambos
— esteroides livres e seus metabdlitos podem também estar presentes no leite e

saliva (figura 2).
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Os principais metabolitos descritos na literatura resultantes do
catabolismo de P4 s&o a 21-hidroxiprogesterona e 6B-hidroxiprogesterona que
sdo resultado da inativacdo da P4 pelas enzimas CYP2C e CYP3A,
respectivamente (MURRAY, 1991; MURRAY, 1992). No entanto, estes estudos
foram realizados in vitro; e o0s produtos geralmente encontrados no
metabolismo in vivo sdo diferentes dos produtos encontrados in vitro. A maioria
dos metabdlitos encontrados no sangue, urina e fezes sdo 5-alfa ou 5-beta
pregnanes reduzidas, indicando que os caminhos envolvidos com as enzimas
redutases (AKR1C e AKR1D) representam 0s principais caminhos do
metabolismo de P4 in vivo (STUPNICKI; WILLIAMS, 1968; CHANTILIS et al.,
1996; SCHWARZENBERGER et al., 1997), sendo a enzima AKR1C4 a mais
abundante com alta eficiéncia catalitica, revisado por (WILTBANK et al., 2012).
No entanto, h& poucos estudos in vivo a respeito da regulacdo de enzimas que
catabolizam P4 em bovinos. Além disso, a maioria destes estudos envolve
apenas fémeas Bos taurus (LEMLEY et al., 2008; LEMLEY et al., 2010b;
LEMLEY et al., 2010a; VIEIRA et al., 2012; MCCRACKEN et al., 2015; VOELZ
et al., 2015).

Em relagdo as possiveis influéncias do estado nutricional e metabdlico
do animal na ag&o destas enzimas catabolizando P4, a insulina parece inibir a
expressao génica das duas principais enzimas da familia citocromo P450, a
CYP3A e CYP2C em microssomas hepéticos de bovinos e ovinos (SMITH et
al., 2006; LEMLEY et al., 2008; LEMLEY et al., 2010b; LEMLEY et al., 2010a).
Neste contexto, VIEIRA et al. (2010) trabalharam com vacas néo lactantes (Gir
X Holandesas) em adequado estado nutricional, ovariectomizadas e
suplementadas com P4 exdgena, que receberam infusdo de glicose para
aumentar as concentracoes circulantes de insulina. Foi observado aumento nas
concentragdes plasméaticas de P4 nas vacas que receberam infusdo de glicose
comparada ao grupo controle. Este resultado foi atribuido a reducdo no
catabolismo hepatico de P4 (VIEIRA et al., 2010). Da mesma forma, em outro
estudo foi observado que maiores concentragdes circulantes de insulina podem
atrasar o clearence hepatico de P4 em vacas ovariectomizadas com dispositivo
intravaginal de P4 (MORIEL et al., 2008). Em contrapartida, recentemente foi

observado que a adi¢éo de ingredientes propiogénicos a dieta como estratégia
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para aumentar as concentracdes de insulina falhou em aumentar as

concentracoes circulantes de P4 (LEIVA et al., 2013).

Figura 1. Modelo fisiolégico dos fatores que regulam a concentracdo de progesterona (P4) em
vacas leiteiras lactantes.
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Legenda: O modelo descrito a esquerda na figura demonstra a produgéo de progesterona (P4)
pelo corpo lateo (CL) através de caminhos que convertem o colesterol de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) em P4. O transporte de colesterol pela StAR, e as duas enzimas
esteroidogénicas, CYP11A1 e HSD3B s&o criticos para esta conversdo. Além disso, €
enfatizado no modelo que o fator determinante para uma maior producéo de P4 é um CL de
maior volume. O modelo descrito a direita demonstra o metabolismo de P4 no figado, no qual
estdo envolvidas reacdes de fase |, que sdo reacdes de hidroxilagdo (monooxigenagao)
realizadas pelas enzimas da familia citocromo P450 (CYP3A4), e as 5a e 5B redutases
(AKR1C e AKR1D). Nas reacdes de fase Il estdo envolvidas rea¢des de conjugacdo com
glucoronideos. Este modelo também enfatiza o aumento do fluxo sanguineo hepéatico como
importante promotor do aumento das taxas de metabolismo de P4.
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Figura 2. Orgdos envolvidos na producdo, metabolismo, e excrecdo de progesterona (P4); e
metabolitos encontrados na urina e fezes. Os metabdlitos encontrados nas fezes estdo na
forma livre, enquanto que os metabdlitos encontrados na urina sao geralmente conjugados com
glucoronideos e alguns sulfatos.

| METABOLISMO | ..

Ovdrios

Rins (Esterdides — forma livre)

\ Urina

5a/PB - Pregnan - 3a/B, 6a — diol, 20 —one
< > (Liberman et al., 1948, Chantilis et al., 1996)
5a/B - Pregnan - 3a/B, 20a-diol
5a/PB - Pregnan - 3a/B — ol — 20 —one
(Laatikainen et al., 1973; Edgerton and Erb et al.,

lc’@‘\ = =

Placenta 1971; Stupinicki and Willians, 1968)
5a/PB - Pregnan - 3, 17a — diol — 20 —one
5a/B - Pregnan - 3a, 6a, 20a —triol
(Taylor, 1971)

Adrenal glands

\s
Fezes

5a/B - Pregnan - 3, 20 dione

5a/B - Pregnan - 3a/B - ol, 20 - one

5a/B - Pregnan - 20a/B - ol, 3 - one

5a/B - Pregnan — 3,20 a/B — diol
(Schazenberger et al., 1997)

L
/

Kidneys

Adrenal Intestinos

Fonte: Adaptado de (SANGSRITAVONG, 2002)
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Figura 3. Biotransformacéao de progesterona (P4) nos hepatécitos

Cyp2C FASE |
CYP3A
AKR1C

Metabdlito

hidroxiprogesterona

UGT1A
UGT1B

FASE Il

Metabdlito
hidroxiprogesterona - glucoronide

Fonte: (LEMLEY et al., 2010a)

Legenda: Durante a primeira fase de catabolismo de progesterona (P4), as enzimas
envolvidas sdo citocromo P450 2C (CY2C), P450 3A (CYP3A) e aldo keto reductase (AKR1C),
e na segunda fase as enzimas uridina difosfato glucuronosiltransferase (UGT1A e UGT1B). Na
primeira fase, os metabdlitos formados sdo as hidroxiprogesteronas. Na segunda fase, as
UGTSs conjugam o metabdlito hidroxiprogesterona com o acido glucurénico.
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Figura 4. Modelo hipotético grafico das vias envolvidas na primeira fase de biotransformacéao de
progesterona (P4) nos hepatécitos. Em uma das vias, a P4 é inativada pelas enzimas citocromo
P450 2C (CYP2C) e citocromo P450 3A (CYP3A), e a outra via envolve as enzimas 5 — alfa
(AKR1C4, AKR1C3, SRD5A1, SRD5A3) e 5 beta redutases (AKR1D1). Ambas as vias envolvem a
formacédo de metabdlitos hidrofilicos.

—

Redugdo

SRD5A1
SRD5A3

5a-pregnane-3,20 dione —————— 3a- Hydroxy, 5a-pregnan-20 one

5B-pregnane-3,20 dione =—————————> 3a-Hydroxy - 5p-pregnane-20-one

20a-Hydroxy-progesterona mmm——————————20a-hidroxi 5-pregnan-3one

20 a hidroxiesterdide
desidrogenase

‘ 5a-pregnan-20a- ol-3-one

CYP2C19 | — 21 - hidroxiprogesterona
CYP3A4  — 6 8 hidroxiprogesterona

3 /208 hidroxiesterdide
desidrogenase

}

Pregnanediol

[

3 /208 hidroxiesterdide
desidrogenase

AKR1C3
AKR1C4

———————————————» Sa-pregnane- 3a, 20a diol

Fonte: Adaptado de Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: Steroid Hormone
Biosynthesis. Disponivel em: http://www.kegg.jp. Acesso em: 31 ago.2015.



http://www.kegg.jp/

41

4.3.3 Gonadotrofinas

O estado nutricional do animal pode ter influéncia direta na liberacdo de
gonadotrofinas pela hipofise (WEBB et al., 2004). A glicose e a insulina séo
importantes sinalizadores do estado nutricional, e podem exercer acdes diretas
na dinamica folicular e na liberagdo de LH e FSH. Por exemplo, a glicose atua
no sistema nervoso central como principal fonte de energia, modulando a
sintese e liberacdo de gonadotrofinas (DISKIN et al., 2003). Ainda, o0 aumento
na populacédo folicular pode estar associado a maior concentracdo plasmatica
de IGF-1 e insulina (FRERET et al., 2006).

Vacas Bos indicus submetidas a longo periodo de restricdo alimentar,
tém comprometimento na sintese e liberacdo de LH, e desta forma
permanecem em anestro (RHODES et al.,, 1995). Da mesmo forma, vacas
lactantes e animais submetidos a baixo plano nutricional tem menor frequéncia
de pulsos de LH que animais n&o lactantes ou submetidos a adequado plano
nutricional (RHODES; ENTWISTLE; KINDER, 1996; BOSSIS et al.,, 1999;
MACKEY et al., 2000; WOLFENSON et al., 2004).

4.4. SIMILARIDADES E DIFERENCAS NA FISIOLOGIA REPRODUTIVA EM
BOS TAURUS E BOS INDICUS

4.4.1 COMPORTAMENTO ESTRAL

O comportamento de estro ocorre quando ha queda nas concentracdes
circulantes de P4 e aumento nas concentracdes de E2 (ALLRICH, 1994). Em
fémeas bovinas, este comportamento pode ser influenciado pela idade (DE
SILVA et al.,, 1981), raca (RAE et al., 1999) e producéo de leite (LOPEZ;
SATTER; WILTBANK, 2004). Além disso, a quantidade de ingestdo de matéria
seca, peso corporal, metabolismo de esteroides (SARTORI et al.,, 2010) e
estresse, discutido por (MAZIERO et al.,, 2011), também podem exercer
influéncia sobre o comportamento estral.

Fémeas zebuinas apresentam estro em média por 10 h, duracdo mais
curta (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003) comparado & fémeas taurinas

(MIZUTA, 2003). Particularmente em vacas leiteiras de alta producgédo, a
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duracdo do comportamento de estro também pode estar reduzida (NEBEL;
JOBST; DRANSFIELD, 1997) devido ao alto metabolismo de E2 nesta
categoria (LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004). Ainda, ha relatos de reduc¢éo
no comprimento e intensidade do estro em vacas Holandesas com estresse
térmico (NEBEL; JOBST; DRANSFIELD, 1997; LUCY, 2001).

Outros estudos tém demonstrado que fémeas cruzadas Bos indicus X
Bos taurus e Bos taurus apresentam duracdo de estro similar, revisado por
(BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; SARTORI; BARROS, 2011). Da mesma
forma, BASTOS (2012) demonstrou que em condi¢des climaticas e nutricionais
similares, vacas Bos indicus e Bos taurus manifestam estro com mesma
intensidade e duracao.

Em relacdo ao efeito do fornecimento de dieta no comportamento estral,
vacas submetidas a restricdo alimentar (0,7M) mostraram ter estro de maior
duracédo (17,1 + 2,5 vs. 10,7 + 2,2 h) e intensidade (29,8 + 5,1 vs. 8,9 + 1,9
montas) comparadas as novilhas alimentadas ad libitum (MOLLO et al., 2007).
Isto possivelmente devido ao menor metabolismo de esteroides nestes animais
comparado aos submetidos a dieta ad libitum.

Por fim, outro ponto que deve ser discutido, e que pode afetar o
comportamento estral de fémeas bovinas é o estresse, discutido por MAZIERO
et al. (2011). A administracdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) foi
capaz de inibir o comportamento de estro devido a diminuicdo na secrecéo de
E2. Com isso, o pico de LH foi atrasado e a ovulagdo ocorreu mais tardiamente
(DAVIDGE et al., 1987). No entanto, em outro estudo a inducéo do estresse
causado por transporte dos animais ndo alterou os sinais de estro. Deve-se
levar em consideracdo tipo de manejo e duracdo do periodo a que estes
animais sdo submetidos ao estresse (MAZIERO et al., 2011).

4.4.2 IDADE A PUBERDADE

Em fémeas bovinas, a idade a puberdade é definida quando ocorre a
primeira ovulacdo e subsequente fase luteinica (MORAN; QUIRKE; ROCHE,
1989). Sabe-se que para que ocorra a puberdade é necesséria a redugdo da
retroalimentagéo negativa do E2 sobre o hipotdlamo. Essa diminuicdo foi

observada mais cedo em novilhas Bos taurus, comparada as Bos indicus
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(RODRIGUES; KINDER; FITZPATRICK, 2002). A nutricdo esta intimamente
relacionada a este aparecimento tardio da puberdade nos rebanhos zebuinos
nacionais, ocasionada muitas vezes pelo manejo deficiente de pastagens
(FAJERSSON et al., 1991). No entanto, independente da nutricdo parece que
ha um fator genético associado com a puberdade em fémeas zebuinas
(NOGUEIRA, 2004).

4.4.3 NUMERO DE ONDAS FOLICULARES E POPULACAO FOLICULAR

O intervalo interovulatério médio para fémeas Bos indicus e Bos taurus é
de 21 dias, discutido por (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). No entanto, ha
relatos em vacas Holandesas lactantes de alta producdo que apresentaram
intervalo interovulatério mais longo (23 dias), devido a um maior tempo entre
lutedlise e ovulacgdo, discutido por (SARTORI et al., 2004). Da mesma forma,
ha relato em vacas secas Bos indicus e Bos taurus submetidas a manejo
similar apresentando intervalo interovulatorio de 23 dias (BASTOS, 2012).

Considerando o numero de ondas de crescimento folicular por ciclo
estral, fémeas da raca Holandesa apresentam de duas a quatro ondas de
crescimento folicular (SAVIO et al., 1988; SIROIS; FORTUNE, 1988;
GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; WOLFENSON et al., 2004; BASTOS,
2012), com a predominancia de duas ondas, e raramente quatro ondas
(SIROIS; FORTUNE, 1988; SARTORI et al., 2004). Em fémeas Bos indicus, ha
relatos de duas a trés ondas, com vacas apresentando em sua maioria duas, e
novilhas trés (FIGUEIREDO et al., 1997). No entanto, hd também dados na
literatura de predominancia de trés ondas em vacas (BASTOS, 2012), sendo
relatada ainda a presenca de até 5 ondas por ciclo estral (GAMBINI et al.,
1998; VIANA et al., 2000). Entre os fatores que podem influenciar o nimero de
ondas estdo a dieta e a duracdo da fase luteinica (GINTHER; KNOPF;
KASTELIC, 1989). Em relacdo a influéncia da dieta no nimero de ondas
foliculares, foi observada predominancia de trés ondas em novilhas com 70%
de dieta de manutencéo, e duas ondas em animais com 180% da mesma dieta
(MURPHY et al., 1991).

Em cada onda folicular, foliculos antrais de 3 a 4 mm s&o recrutados e

iniciam uma fase de crescimento comum por cerca de trés dias (GINTHER et
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al., 2003). Em bovinos, a populacao folicular ovariana esta aproximadamente
em torno de 235.000 foliculos, podendo variar de 0 a 720.000 foliculos por
ovario (BETTERIDGE et al., 1989). A alta variacdo entre os individuos, e a alta
repetibilidade no numero de foliculos ovarianos em um mesmo individuo
parecem ser caracteristicas constantes (IRELAND et al., 2008). Fatores como
genética (ERICKSON, 1966a; SMITH et al., 1994), espécie, raca (CAHILL;
MARIANA; MAULEON, 1979), idade, niveis hormonais (ROY; TREACY, 1993)
e estado reprodutivo do animal (ERICKSON; REYNOLDS; MURPHREE, 1976)
podem influenciar a populacéo dos foliculos ovarianos.

A populagéo folicular ovariana é constituida por foliculos antrais e pré-
antrais. O numero de foliculos pré-antrais tem importante representatividade da
reserva ovariana, porque constitui ao redor de 90% de todos os foliculos
ovarianos (SILVA-SANTOS et al.,, 2011). No entanto, embora esta reserva
ovariana possa ser altamente variavel (ERICKSON, 1966a; b), foi demonstrado
meédia de foliculos pré-antrais similar entre fémeas Bos indicus e Bos taurus
(SILVA-SANTOS et al., 2011). Os autores discutem que se fémeas Bos indicus
ndo possuem maior nimero de foliculos pré-antrais que Bos taurus, e, no
entanto apresentam maior nimero de foliculos antrais na emergéncia da onda
folicular, talvez fémeas zebuinas tenham menor taxa de atresia folicular que
taurinas (SILVA-SANTOS et al.,, 2011). No entanto, mais estudos sao
necessarios para apoiar esta hipétese.

Sabe-se que fémeas Bos indicus apresentam maior numero de foliculos
antrais que fémeas Bos taurus. BASTOS et al. (2010) observaram que vacas
secas Bos indicus alimentadas com dieta de mantenca apresentaram maior
namero de foliculos que vacas Bos taurus (42,7 + 5,9 vs. 19,7+ 3,2; P < 0,05).
Em outro estudo utilizando novilhas como grupo experimental, foi observado
que novilhas Bos indicus apresentam maior nimero de foliculos no momento
da emergéncia da onda folicular, que novilhas Bos taurus (33,0 + 3,2 vs. 25,4 +
2,5, P <0,05), sendo que as cruzadas (Bos indicus x Bos taurus) nao diferiram
dos outros grupos genéticos (29,6 + 2,5; P > 0,05; CARVALHO et al., 2008).
Uma série de outros estudos também relata que a populacdo de foliculos
antrais em novilhas Bos indicus € em média maior que em novilhas Bos taurus
(ALVAREZ et al., 2000; BURATINI et al., 2000; GIMENES et al., 2009).
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Acredita-se que maiores concentracdes de insulina e IGF-1 sédo responsaveis
pelo maior numero de foliculos recrutados em zebuinos, que taurinos.
Corroborando esta hipétese, foi observada que as concentracdes pré-prandiais
de insulina foram mais elevadas na fase que ocorre o recrutamento folicular
(fase estrogénica), que progesterbnica em fémeas Bos indicus e Bos taurus.
Além disso, as concentracdes de insulina foram maiores para as fémeas
zebuinas, que taurinas (BASTOS, 2012).

4.4.4 DIVERGENCIA FOLICULAR

A divergéncia folicular é definida como a diferenga nas taxas de
crescimento entre os dois maiores foliculos, sendo caracterizada pela
continuidade no desenvolvimento do maior foliculo, e declinio ou parada no
desenvolvimento dos outros (GINTHER et al., 1996). Em fémeas Bos indicus e
Bos taurus a divergéncia folicular ocorre cerca de dois dias e meio a trés dias
apos a emergéncia folicular ou ovulacédo (GINTHER et al., 1996; SARTORELLI
et al., 2005; GIMENES et al., 2008b; BASTOS, 2012). No entanto os diametros
alcancados pelo foliculo dominante e pelo maior foliculo subordinado séo
diferentes de acordo com o grupo genético.

Os tamanhos foliculares médios do foliculo dominante e do foliculo
subordinado na divergéncia folicular parecem ser maiores em fémeas Bos
taurus (Foliculo dominante = 8,5 mm e foliculo subordinado = 7,2 mm;
GINTHER et al., 1996), do que em Bos indicus (Foliculo dominante = 5,4 a 6,2
mm e foliculo subordinado = 54 a 5,8 mm; SARTORELLI et al., 2005;
GIMENES et al., 2008b).

Sabe-se que a divergéncia folicular envolve a reducdo nos niveis de
FSH, aumento das concentragdes circulantes de E2 e de IGF-1, e aumento na
expressao de receptores de LH, discutido por (SARTORI et al., 2001). No
entanto, os mecanismos moleculares que envolvem a divergéncia folicular nédo
estdo completamente entendidos. Embora esteja claro que a expressao de
receptores de LH ocorra nas células da granulosa de foliculos dominantes (XU
et al., 1995; BAO et al., 1997), células da teca também expressam receptores
de LH em foliculos antrais e pré-ovulatérios (XU et al., 1995), e esta expressao

€ necessaria para dar suporte ao crescimento do foliculo dominante no



46

momento da divergéncia. Entretanto, o exato momento em que estas células
comegam a expressar estes receptores precisa ainda ser elucidado (EVANS;
FORTUNE, 1997; BEG et al., 2001; FORTUNE et al., 2001).

Ainda, sobre os mecanismos moleculares envolvendo a divergéncia
folicular, Walsh et al., 2012 realizaram experimento para determinar os efeitos
do ambiente metabdlico na expressao diferencial de genes nas células da teca
e da granulosa em trés estagios distintos do desenvolvimento folicular em
vacas leiteiras lactantes e novilhas nuliparas. Utilizando um IPA software
(Ingenuity® Pathway Analysis, http: /www.ingenuity.com), o0s autores
identificaram nas células da teca em ambas as categorias, 12 genes
relacionados aos caminhos envolvendo a biossintese de esteroides (NQOL1,
HMGCR, MVK, PMVK, MVD, IDIl, FNTB, FDFT1, SQLE, LSS, DHCR7, EBP)
diferencialmente expressos (DEGS), que aumentam sua expressao do periodo
de selecdo do foliculo dominante até o momento antes do pico de LH. J& nas
células da granulosa, sete genes (DHCR7, EBP, FDFT1, FDPS, HMGCR,
PMVK, SQLE) foram identificados aumentando sua expressao durante o
mesmo periodo; e somente um (GGPS1) teve sua expressao reduzida. Além
disso, neste mesmo estudo foi observado que o status metabdlico do animal
pode alterar a expressdo de genes nas células da granulosa e da teca em
vacas leiteiras e novilhas dentro de cada estagio de desenvolvimento folicular.
Cinco genes que codificam enzimas envolvidas com a biossintese de colesterol
tiveram maior expressdo nas células da teca em vacas leiteiras lactantes, que
novilhas (WALSH et al., 2012).

4.4.5 AQUISICAO DA CAPACIDADE OVULATORIA

Quando o foliculo atinge a divergéncia folicular, ele ainda ndo € capaz
de responder a um indutor de ovulacdo. A capacidade ovulatéria somente é
adquirida quando o foliculo dominante alcanca maior didametro comparado ao
gue ele possui no momento da divergéncia folicular. O tamanho que o foliculo
atinge tal capacidade difere entre fémeas Bos taurus e fémeas Bos indicus. O
foliculo em fémeas Bos indicus parece adquirir capacidade ovulatoria em
diametro menor que Bos taurus. Vacas Holandesas ovularam com a

administracéo de 40 mg de pLH, somente quando o foliculo foi maior ou igual a
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10 mm de diametro (SARTORI et al., 2001). No entanto, em novilhas zebuinas,
a administragdo do mesmo indutor de ovulacdo levou a ovulagdo de 33,3%,
80,0% e 90% dos animais com foliculos de 7,0 a 8,4; 8,5 a 10 e maior que 10
mm de diametro, respectivamente (GIMENES et al., 2008b). Além do aumento
do diametro folicular, a aquisicdo da capacidade ovulatéria parece estar
relacionada a aumento na expressdo de receptores de LH nas células da
granulosa (SIMOES et al., 2012).

4.4.6 DIAMETRO MAXIMO DO FOLICULO DOMINANTE, FOLICULO
OVULATORIO E CORPO LUTEO

Sabe-se que o tamanho do foliculo ovulatério apresenta alta correlacao
com o tamanho do CL que sera formado posteriormente (VASCONCELOS et
al., 2001; SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002). Os diametros médios maximos
alcancados para foliculos ovulatérios em fémeas Bos taurus variam entre 12,9
a 17,1 mm (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; BASTOS et al., 2010;
SALES, 2011); e em fémeas Bos indicus de 9,4 mm a 12,1 mm (FIGUEIREDO
et al., 1997; SARTORELLI et al., 2005; BASTOS et al., 2010; SALES, 2011). O
didmetro do CL também € menor para fémeas Bos indicus [(17 a 21 mm de
diametro); (RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE, 1995; FIGUEIREDO et al.,
1997)], do que em fémeas Bos taurus [(20 a 30 mm de diametro); (GINTHER;
KNOPF; KASTELIC, 1989; KASTELIC; BERGFELT; GINTHER, 1990)]. Assim
como o volume luteinico (BASTOS et al., 2010).

4.4.7 HORMONIOS ESTEROIDES, GONADOTROFINAS E 0
ENVOLVIMENTO DO EIXO SOMATOTROFICO

4.4.7.1 Estradiol e Progesterona

Dados da literatura sdo indicativos de que fémeas taurinas tém maior
capacidade esteroidogénica que fémeas zebuinas (RANDEL, 1976;
SEGERSON et al.,, 1984). Entretanto, trabalhos recentes demostram que
fémeas zebuinas tém apresentado maior concentracdo circulante de

esteroides, quando comparada as fémeas taurinas (CARVALHO et al., 2008;
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BASTOS et al.,, 2010). Embora fémeas taurinas apresentem estruturas
ovarianas de maior didametro que fémeas zebuinas, ha indicios de que fémeas
Bos indicus tenham uma menor metabolizacdo de hormdnios esteroides,
comparada as fémeas Bos taurus (CARVALHO et al., 2008; BASTOS et al.,
2010).

4.4.7.2 Glicose, Insulina e IGF-1

A insulina e a glicose tém papel importante no metabolismo energético
celular. A insulina estimula o transporte de glicose para o interior das células
por transportadores de membranas especificos (GLUT) presentes na
membrana plasmatica (LAWRENCE; MCKERN; WARD, 2007). Tem-se
observado aumento significante de insulina em periodo pré-ovulatério
(MCCANN; HANSEL, 1986; ARMSTRONG et al., 2001). Neste contexto,
concentracbes plasmaticas pré-prandiais de insulina foram mais elevadas na
fase estrogénica, que progesterdnica tanto em fémeas Bos indicus, quanto em
Bos taurus (BASTOS et al, 2010). No entanto, foram observadas
concentracbes plasmaticas pré-prandiais de insulina e IGF-1 maiores em
fémeas zebuinas que taurinas (BASTOS et al., 2010). ALVAREZ et al. (2000)
também observaram maiores concentracdes circulantes de IGF-1 em fémeas
Bos indicus que Bos taurus. SALES (2011) observou que doadoras Bos indicus
apresentaram maiores concentracdes de glicose sérica e no fluido folicular, que
doadoras Bos taurus submetidas a mesmo manejo. Neste mesmo estudo, as
concentracfes de IGF também foram maiores no fluido folicular em fémeas
Bos indicus, que fémeas Bos taurus.

Em outro estudo, embora tenha sido observado maior expressao de
MRNA de IGF1 e IGF2, e seus receptores (IGFR1 e IGFR2) em odcitos de
vacas Bos taurus quando comparados as Bos indicus; a expressdo de PAPP-A
(proteina plasmatica associada a prenhez), enzima responsavel pela
degradacédo de IGFBPs (proteinas ligantes a IGF), foi maior em vacas Bos
indicus que vacas Bos taurus (SATRAPA et al.,, 2013). Estes dados sé&o
indicativos que possivelmente haja maior biodisponibilidade de IGF em od0citos
de fémeas Bos indicus, comparada a fémeas Bos taurus. Ainda, acredita-se

que essa diferenca nas concentracdes de IGF-1, como também de FSH, possa
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explicar a maior sensibilidade a tratamentos superovulatérios em doadoras Bos
indicus (BARROS; NOGUEIRA, 2001).

4.4.7.3 Gonadotrofinas

Em relagdo as gonadotrofinas, ha grande variagdo nos valores descritos
na literatura em relagéo as diferencas entre ragas e periodos do ciclo estral. Foi
observada menor onda pré-ovulatéria de LH em novilhas Bos indicus que
novilhas Bos taurus ou cruzadas (RANDEL, 1984). Em fémeas da raca
Holandesa, ha relatos de valores entre 0,5 ng/mL a 1,5 ng/mL (GINTHER et al.,
1999; KULICK et al., 1999; GINTHER, 2000; GINTHER, et al., 2001). Em
fémeas da raca Nelore ha relatos entre 0,5 a 1,0 ng/mL apos insercdo de
dispositivo de P4 (CIPRIANO et al., 2011).

Quanto ao FSH, em fémeas da raca Holandesa, os niveis variam entre
0,2 a 11,5 ng/mL antes da divergéncia (GINTHER et al., 1996; GINTHER et al.,
1997; GINTHER et al., 2001; GINTHER et al., 2002). Apés a divergéncia relata-
se queda nas concentracbes circulantes deste horménio para
aproximadamente 0,1 a 8,5 ng/mL (GINTHER et al., 1999; KULICK et al., 1999;
GINTHER, 2000). Em novilhas Nelore foram detectadas concentragdes
maximas de FSH ao longo da primeira onda que nao ultrapassam 0,3 ng/mL.
Esse valor foi verificado um dia e meio (CASTILHO, 2003) e sete dias apés a
ovulacdo (BURATINI et al.,, 2000). BASTOS (2012) comparando vacas nao
lactantes Bos indicus e Bos taurus durante um protocolo de sincronizagcédo da
ovulacdo observou maior pico de FSH em fémeas taurinas comparada as
zebuinas (1,3 £ 0,004 vs. 1,0 £ 0,04 ng/mL).

4.4.7.4 Hormonio Anti-Mulleriano (AMH)

O hormobnio Anti-Mulleriano (AMH) é membro da familia de fatores de
crescimento TGF (CATE et al., 1986). A expressdo de AMH é alta nas células
da granulosa de foliculos antrais pequenos e diminui durante o crescimento
final do foliculo (VIGIER et al., 1984; TAKAHASHI et al., 1986; VISSER et al.,
2007; MONNIAUX et al., 2008; RICO et al., 2009).
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Novilhas Bos indicus e Bos taurus submetidas a mesmo manejo tiveram
a concentracdo de AMH e a populagcdo folicular ovariana avaliadas no
momento da emergéncia da onda folicular em 3 periodos com 60 dias de
intervalo entre cada periodo. A concentracdo de AMH foi maior em novilhas
Bos indicus comparada as Bos taurus (1,0 vs. 0,3 ng/mL, P < 0,05), e esta
concentragdo foi correlacionada positivamente com a populagéo folicular em
todos os periodos avaliados (BATISTA et al., 2014).

Posteriormente, GUERREIRO et al. (2014) observaram que tanto em
fémeas Bos taurus, como em fémeas Bos indicus ha uma correlacdo positiva
entre producdo de embrides in vitro e AMH. Esta informagcdo também se

estende para bezerras taurinas e zebuinas (BATISTA et al., 2016).

4.4.8 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO (IATF)

4.4.8.1 Tratamentos com P4 e E2

Através da inseminacao artificial (IA) é possivel obter-se melhoramento
genético (BO; CUTAIA; BROGLIATTI, 2001). Em fémeas Bos indicus, o
emprego da IA é dificultado pela detec¢éo de cio, duracdo de anestro pés-parto
e puberdade tardia. Com o0 uso da IATF estes problemas podem ser
contornados. A IATF envolve um controle preciso do crescimento folicular com
a inducdo da emergéncia de nova onda folicular, controle da duragdo do
crescimento folicular até estagio pré-ovulatério, sincronizacdo da insercao e
retirada da fonte de P4 exdégena e enddégena e inducdo sincronizada da
ovulacdo (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

Ha basicamente dois tipos de protocolos de sincronizacdo da ovulagéo
para a IATF, protocolos baseados no uso de GnRH (PURSLEY; MEE;
WILTBANK, 1995; SOUZA et al., 2008) e/ou esteroides (BARUSELLI et al.,
2012; BO; BARUSELLI, 2014). Tratamentos com E2, progestagenos e P4 tém
sido utilizados nos udltimos anos para sincronizacdo da ovulagdo tanto em
fémeas Bos taurus, como em fémeas Bos indicus (MACMILLAN; PETERSON,
1993; BO et al, 1994; MACMILLAN; BURKE, 1996; BO; CUTAIA;
BROGLIATTI, 2001). Os protocolos que utilizam E2 e P4 para sincronizar a

ovulacdo consistem basicamente na inser¢cdo de um dispositivo de P4 e a
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administracdo de 2 mg de benzoato de estradiol (BE) no dia 0 (DO; para induzir
atresia folicular e sincronizar a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular). Sete, oito ou nove dias apoés o inicio do protocolo (D0), o dispositivo
de P4 é removido e uma dose prostaglandina F,4 € administrada. Vinte e quatro
horas apds a remocao do dispositivo é feita a aplicacdo de BE, ou de GnRH 54
horas ap6s a remocao do dispositivo para sincronizar a ovulagdo (BO; CUTAIA;
TRIBULO, 2002; MARTINEZ et al., 2002). Além do uso de BE como indutor de
ovulacdo, também é possivel utilizar 0,5 ou 1 mg de cipionato de estradiol no
momento da retirada do dispositivo de P4 (COLAZO; KASTELIC; MAPLETOFT,
2003; BO; BARUSELLI; MAPLETOFT, 2013). Recentemente, tem sido avaliado
um novo protocolo em novilhas de corte Bos taurus baseado no uso de E2
aliado a maior duracéo do proestro (DE LA MATA; BO, 2012). Este protocolo,
denominado J-Synch, consiste no uso de 2 mg de BE e de dispositivo
intravaginal de P4 por 6 dias. Na retirada do dispositivo é realizada a aplicacao
de uma dose de PGF,a e 72 h apods € feita a administracdo de GnRH e
realizada a IATF. Tem sido observada média de P/IA com o0 uso deste
protocolo em novilhas Angus de 53,7% (DE LA MATA; BO, 2012) e em
novilhas Holandesas de 62,7% (RE; DE LA MATA; BO, 2014).

A resposta ao uso de E2 e P4 durante protocolo de sincronizagdo da
ovulagao para IATF tem sido diferentes entre fémeas Bos indicus e Bos taurus.
CARVALHO et al. (2008) observaram que durante um protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo com P4 e E2, novilhas Bos indicus (Nelore)
mantinham maior concentracdo de P4 gue novilhas Bos taurus (Holandesa), o
que refletiu em falhas na ovulacdo em fémeas Bos indicus. Possivelmente, esta
alta concentracdo de P4 diminuiu a frequéncia de pulsos de LH (SANCHEZ et
al.,, 1995; BERGFELD et al.,, 1996; BURKE; MACMILLAN; BOLAND, 1996;
KINDER et al., 1996; FIKE et al., 2004; HATLER et al., 2008), e desta forma
suprimiu o crescimento folicular em novilhas Bos indicus (CARVALHO et al.,
2008).

Como alternativa para reducdo da concentracdo de P4 durante o
protocolo de sincronizagao da ovulagdo, tem sido feito o uso de progestagenos
ou o tratamento com PGF,a no inicio do tratamento com dispositivo de P4 (SA
FILHO et al., 2005; CARVALHO et al., 2008; DIAS et al., 2009).
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Atualmente ha progressos significativos em relacdo a compreensao dos
padrbes de crescimento folicular durante o uso de biotécnicas da reproducéo,
como a IATF (BO; BARUSELLI; MAPLETOFT, 2013). Neste contexto, o
conhecimento da fisiologia da reproducdo é essencial para compreensao dos
resultados obtidos com o uso das biotécnicas da reproducdo, demonstrando
que estratégias especificas precisam ser empregadas aos diferentes grupos

genéticos.
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5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo estd de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo - SP (FMVZ) — USP
(protocolo numero 2565/2012).

5.1 LOCAL

O projeto foi realizado durante o periodo de janeiro a maio de 2013. Os
animais permaneceram durante todo o periodo experimental no Laboratorio de
Producdo de Bovinos de Leite (LBPL) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP) — campus
Pirassununga — SP. A cidade de Pirassununga localiza-se a 21°59'46” latitude
sul e 47°25'33” longitude oeste, a uma altitude de 627 m. A temperatura
ambiental e umidade relativa do ar média durante o periodo experimental estdo

descritas na tabela 1.

Tabela 1. Dados climaticos de temperatura e precipitagdo média da cidade de
Pirassununga — SP, janeiro a maio de 2013.

Més T°C minima T°C maxima Precipita¢dao (mm)
Janeiro 20°C 27°C 262
Fevereiro 19°C 27°C 204
Margo 19°C 27°C 172
Abril 17°C 26°C 79
Maio 14°C 23°C 67

Fonte: INMET/CFS/Interpolacao

5.2 ANIMAIS DO EXPERIMENTO

Trinta e duas novilhas foram distribuidas de forma equilibrada de acordo
com peso corporal em um arranjo fatorial 2 X 2 [(nivel de ingestdo de matéria
secal/energia da dieta — alta e baixa ingestédo; e grupo genético — Bos indicus
(raca Nelore) e Bos taurus (raca Holandesa)] em um delineamento cross-over.

Desta forma, ficaram divididos homogeneamente quatro grupos experimentais:
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novilhas Bos indicus (raca Nelore; n = 16) e Bos taurus (raca Holandesa, n =
16) submetidas a alta ingestdo de matéria seca/energia (figura 5); e novilhas
Bos indicus (raca Nelore; n = 16) e Bos taurus (raca Holandesa, n = 16)
submetidas a baixa ingestdo de matéria seca/energia (figura 6).

No inicio do experimento, as novilhas da raca Nelore (24 £ 0,4 meses de
idade) do grupo alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia apresentavam
respectivamente peso médio de 464,4 + 9,7 kg e 463,3 + 9,8 kg; e escore de
condicao corporal (ECC) 3,0 £ 0,09 e 3,1 + 0,08 [utilizando-se a escala de 1
(muito magra) a 5 (muito gorda)]. As novilhas da raca Holandesa (18,0 + 0,5
meses de idade) do grupo alta e baixa ingestdo de matéria secal/energia
apresentavam respectivamente peso médio de 369,1 + 15,8 kg e 379,2 + 14,8
kg; e ECC de 2,9 £ 0,06 e 3,0 £ 0,05 [utilizando-se a escala de 1 (muito magra)
a 5 (muito gorda); segundo (WILDMAN et al., 1982)]. Durante todo periodo
experimental foram realizadas pesagens das novilhas a cada 15 dias para
possivel ajuste da dieta, quando necessario.

5.3 DIETA EXPERIMENTAL

As novilhas foram distribuidas para receber dieta experimental Unica,
formulada conforme as recomendacgfes do NRC (2001) em dois protocolos de

fornecimento de dietas:

1) Alto consumo de ingestdo de matéria secal/energia: Dieta
experimental fornecida ad libitum, com consumo esperado de 2,2 e 2,5% do

peso vivo dos animais, e ganho de peso estimado em 900g/dia.

2) Baixo consumo de matéria secal/energia: Dieta experimental
fornecida com restricdo alimentar, ajustada para consumo de 1% do peso vivo
dos animais, e ganho de peso de 200 — 300 g/dia.
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As dietas experimentais foram baseadas em silagem de milho como
volumoso, e foram utilizados como componentes do concentrado fuba de milho,
farelo de soja, grdo de soja cru e integral, ureia, sulfato de aménio e premix
mineral e vitaminico. A relacdo volumoso e concentrado utilizada foi de 65:35.

A dieta foi fornecida diariamente em uma Unica refeicdo (8:00 a.m.) para
0S quatro grupos experimentais (Bos indicus — alta e baixa ingestdo de matéria
secal/energia, e Bos taurus — alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia),
que permaneceram alojados separadamente (8 animais por piquete); em
quatro piquetes iguais em medida (505, 99 m?), &rea de sombreamento (figura
8), area de cocho (figura 9) e acesso livre a &agua. Este sistema de
fornecimento da dieta permitia avaliar o consumo de cada grupo experimental,
a partir da pesagem da dieta total fornecida antes de cada refeicdo, bem como
a sobra remanescente em cada comedouro 24 h apds o fornecimento de cada
refeicdo. Assim foi possivel mensurar o consumo de matéria seca e ajustar as
sobras remanescentes nas dietas de alto consumo, para que essas fossem
entre 5 a 10% do oferecido.

Foi realizada rotacdo das novilhas nos quatro piquetes disponiveis ao
final da primeira réplica, sendo que o experimento foi realizado em duas
réplicas. Anteriormente ao inicio de cada réplica, ao qual denominamos de

periodo pré-experimental, todas as novilhas foram submetidas a um periodo

de 15 dias de adaptacédo a dieta. Particularmente durante este periodo, a dieta
foi fornecida ad libitum para todas as novilhas do experimento. Além disso,
foram realizadas duas avaliacBes ultrassonogréaficas em intervalo de 12 dias
para assegurar que todas as novilhas estivessem ciclicas (presenca de CL;
figura 10). Desta forma, as novilhas também foram submetidas neste periodo a
adaptacdo ao curral de manejo que seria utilizado durante o periodo
experimental.

Posteriormente, todas as novilhas foram submetidas a um periodo que

denominamos como periodo experimental, que foi subdividido em duas fases.

Na primeira fase, pré-protocolo hormonal, todas as novilhas receberam a dieta
durante 15 dias conforme o grupo experimental (alta ou baixa ingestdo de
matéria seca/energia). Na segunda fase, que se refere ao inicio do protocolo
hormonal, todas as novilhas receberam a dieta conforme grupo experimental

(alta ou baixa ingestdo de matéria seca) por um periodo de 17 dias, iniciando
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no primeiro dia do protocolo (D0O) até 9 dias apoés o final do mesmo (D17; figura
10).

Ao final da segunda réplica, todas as novilhas receberam dois dias
adicionais de dieta, ainda conforme o grupo experimental. Isto para que as
novilhas ainda estivessem recebendo a dieta experimental até o dia da biopsia
hepética (figura 10, detalhes sobre a bidpsia hepatica estdo descritos no item

“7 .Biopsia hepatica).



57

Figura 5. Novilhas da raca Nelore (Bos indicus; 24 + 0,4 meses de idade) e da raca
Holandesa (Bos taurus; 18,0 + 0,5 meses de idade) que foram submetidas a alta
ingestdo de matéria seca durante periodo experimental.

Fonte: Batista, E.O.S. (2015)

Figura 6. Novilhas da raca Nelore (Bos indicus, 24 + 0,4 meses de idade) e da raca
Holandesa (Bos taurus;18,0 + 0,5 meses de idade) que foram submetidas a baixa
ingestéo de matéria seca durante periodo experimental

Fonte: Batista, E.O.S. (2015)
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Figura 7. Piguetes em que as novilhas da raca Nelore (Bos indicus, 24 + 0,4 meses de idade) e
Holandesa (Bos taurus, 18,0 + 0,5 meses de idade) permaneceram alojadas durante todo o
periodo experimental.

i e S ———————
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Fonte: Batista, E.O.S. (2015)
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Figura 8. Area de sombreamento igualmente acessivel nos piquetes em que as novilhas da
raca Nelore (Bos indicus, 24 + 0,4 meses de idade) e Holandesa (Bos taurus, 18,0 £ 0,5 meses
de idade) permaneceram alojadas durante todo o periodo experimental

Fonte: Batista, E.O.S. (2015).

Figura 9. Area de cocho igualmente disponivel nos piquetes em que as novilhas da raca Nelore
(Bos indicus, 24 + 0,4 meses de idade) e Holandesa (Bos taurus, 18,0 + 0,5 meses de idade)
permaneceram alojadas durante todo o periodo experimental
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Fonte: Batista, E.O.S. (2015)
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5.4 SINCRONIZACAO DA EMERGENCIA DA ONDA FOLICULAR

No primeiro dia do protocolo hormonal (D0O), cada novilha recebeu um
dispositivo intravaginal contendo 1,9 g de P4 (CIDR®, Zoetis, Brasil) que foi
mantido por 8 dias. Neste dia (D0), também foram administrados 2 mg i.m. de
BE (Sincrodiol®, OuroFino Satde Animal, Brasil) e uma dose de PGF,a (500
Hg, i.m., Sincrocio®, Ourofino Satde Animal). Ap6s 8 dias, o dispositivo de P4
foi retirado e 24h apés foi realizada aplicacdo de 1 mg de BE (Sincrodiol®,
OuroFino Saude Animal, Brasil; figura 10).

Para que a unica fonte de P4 fosse proveniente do dispositivo
intravaginal de P4, todas as novilhas receberam duas aplicagbes sequenciais
de PGF.a (500 pg, i.m., Sincrocio®, Ourofino Satde Animal, Brasil) em um
intervalo de 12 dias e novamente as 18 h e 12 h antes da insercdo do

dispositivo (DO; figura 10).

5.5 ULTRASSONOGRAFIA E DINAMICA FOLICULAR

Para estudo da dindmica folicular, todas as novilhas foram submetidas a
exames ultrassonogréaficos transretais, realizados pelo mesmo operador. Os
exames tiveram inicio no momento da insercdo do implante (D0), e foram
realizados a cada 24 h. Apés a retirada do implante de P4, os exames foram
realizados a cada 12 h para verificar a ovulagédo dos animais.

O momento da ovulacdo foi definido pelo desaparecimento do foliculo
dominante presente no exame anterior, seguido pela formacédo de um CL na
mesma posicdo. O momento da emergéncia folicular foi definido
retrospectivamente quando o futuro foliculo dominante apresentava 4 mm.
Neste momento, foi avaliado o numero total de foliculos presente em cada
ovario em todos 0s grupos experimentais.

O momento do inicio do estro foi definido com o auxilio de bastdo
marcador, que consiste na pintura da base da cauda dos animais no dia oito do
protocolo hormonal (D8), e assim a marca de bastédo é gradativamente retirada,
devido a aceitacdo de monta, indicando que o animal esta em estro.

A taxa de crescimento folicular foi definida como a diferenca entre o

diametro minimo (momento do aparecimento do foliculo) e o didametro maximo



61

do foliculo (D10), dividida pelo periodo de crescimento como previamente
descrito (FIGUEIREDO et al., 1997).

O diametro e volume do CL foram avaliados seis (D14) e nove dias
(D17) apos a retirada do dispositivo intravaginal de P4 (D8; figura 10). Para
calculo do volume do CL foi considerado o volume de sua cavidade (quando
esta foi observada). Para tanto, foi utilizado a seguinte formula: volume do CL =
[(4/3 * 7 * r®) — (4/3 * 1 * r (cavidade)®], sendo que r = diametro do CL, ou da

cavidade do CL avaliado por exame ultrassonografico dividido por dois.

5.6 COLETA DE SANGUE E DOSAGEM HORMONAL

Para analise das concentragdes circulantes de P4, as amostras de
sangue foram colhidas no momento da insercdo do dispositivo intravaginal de
P4 (DO0), a cada 24 h até o dia 10 (D10). Como também, no dia 8 do protocolo
hormonal (D8), a cada 3 h até 12 h. As amostras foram colhidas da jugular por
venopuncao em tubos para coleta de sangue a vacuo K3 EDTA (Labor Import,
Brasil). Posteriormente, estes foram centrifugados por 15 min a 3000 rpm
[(1700 g):; (centrifuga Excelsa Il, Mod. 206 BL, Fanem®, S&o Paulo - BR)], para
separacdo do plasma. Em seguida, as amostras de plasma foram
acondicionadas em microtubos tipo eppendorf® previamente identificados e

foram conservados em freezer a -20°C.
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Figura 10. Delineamento experimental

PGF + BE . . -
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Legenda: Delineamento experimental realizado em novilhas da raga Nelore (Bos indicus)
submetidas a alta (n = 16) e baixa ingestdo de matéria seca/energia (n = 16); e da raga
Holandesa (Bos taurus), submetidas a alta (n = 16) e baixa ingestdo de matéria seca/energia (n
= 16). Ao final da segunda réplica (*D17) foram fornecidos dois dias adicionais de dieta
experimental (D18 e D19) para que as novilhas ainda estivessem recendo a dieta conforme
grupo experimental até o dia da bidpsia hepatica (D20). A bidpsia hepatica foi realizada em
periodo pré-prandial em novilhas da raca Nelore (Bos indicus) submetidas a alta (n = 7) e baixa
ingestdo de matéria seca/energia (n = 7); e novilhas Holandesas (Bos taurus) submetidas a alta

(n =7) e baixa ingestdo de matéria seca/energia (n = 6).

Fonte: Batista. E.O.S., 2015.
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6. RADIOIMUNOENSAIO

A dosagem de P4 foi realizada pela técnica de radioimunoensaio (RIA).
Para tanto foram utilizados kits comercias (COAT-A-COUNT, Simens®). Esta
técnica consiste em uma reacdo imunoldgica com antigeno (hormoénio) e
anticorpo, onde o horménio marcado com isétopo radioativo (ag*) e o horménio
da amostra (ag) competem pelo anticorpo especifico em igualdade de
condicoes.

A sensibilidade do ensaio foi de 0,01 ng/mL e o coeficiente de variacédo
inter e intra-ensaio para controle baixo foi respectivamente 3,21% e 2,17%; e
para controle alto foi respectivamente 1,42% e 4,77%.

7. BIOPSIA HEPATICA

A bidpsia hepética foi realizada no 11° espaco intercostal direito ao redor
de 15 centimetros (cm) abaixo das vértebras. Anteriormente ao procedimento
de bidpsia foi realizada tricotomia, degermacédo (escovacao da pele na regido
da biopsia com agua e sabao) e assepsia desta regido (realizada com alcool
etilico 70% e solucdo de 10% de iodopovidona). Posteriormente, todas as
novilhas receberam uma anestesia local com cloridrato de lidocaina 2,0%
(Xylestesin®, Cristalia Produtos Quimicos Ltda., Brasil). Procedeu-se entdo
uma pequena incisdo de 1 a 2 cm até o aparecimento da regido subcutanea
para a insercdo da agulha de biopsia. O material utilizado para a biépsia foi o
instrumento automatico Pro-Mag™ Ultra e agulhas 16 g x 25 cm Pro-Mag™
Ultra e | 2.5 (Ecomed, Brasil, figura 11).

Logo apd6s a bidpsia, a porcdo de tecido hepatico colhida de cada
novilha foi armazenada em criotubos com 1 mL de RNAlater® Stabilization
Solution (TermoFisher Scientific Inc., USA). Posteriormente, estes criotubos
contendo porcéo de tecido hepatico embebida em 1 mL de RNAlater® foram
armazenados por um periodo de 12 h, a 4°C. Apdés este periodo, o contetdo de
RNAlater® foi totalmente removido, e os criotubos contendo somente a porcédo

de tecido hepético foram armazenados em freezer a - 80°C até posterior
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analise de quantificacdo de transcritos especificos pela reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR).

A bidpsia foi realizada nos quatro grupos experimentais definidos:
novilhas da raca Nelore (Bos indicus) submetidas a alta (n = 8), e a baixa
ingestdo de matéria seca/energia (n = 8); e novilhas da raca Holandesa (Bos
taurus) submetidas a alta (n = 8), e a baixa ingestdo de matéria seca/energia (n
= 8).

Sabe-se que 0 aumento agudo nas concentracdes de insulina tem efeito
sobre a expressdo hepatica de enzimas relacionadas ao metabolismo de P4
(LEMLEY, C. et al.,, 2008). Desta forma, com o intuito de avaliar-se o efeito
cronico da dieta, e para nao haver efeito de confundimento do aumento agudo
da concentracdo de insulina sobre o efeito de dieta, e de grupo genético nos
resultados de expressao génica; o procedimento foi realizado em periodo pré —
prandial, no terceiro dia (D2) apds o inicio do protocolo hormonal (mesmo
protocolo hormonal descrito no item 5.6., figura 10).

Figura 11. Instrumento automatico Pro-Mag TM Ultra e agulha Pro-Mag TM Ultra | 2.5
(Ecomed, Brasil) utilizados para o procedimento de biopsia hepatica.

Fonte: Batista, E.O.S. (2015)
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8. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA
8.1 LOCAL

As andlises biomoleculares referentes a abundancia de transcritos dos
genes AKR1C4, AKR1D1, CYP3A4, CYP2C19, SRD5A1 e SRD5A3 foram
realizadas no Laboratorio de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento
(LMMD) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — FZEA da
Universidade de Sao Paulo (USP), campus Pirassununga — SP; e Laboratorio
de Genética e Biotecnologia (LAGENBIO) da Universidade Federal de S&o
Carlos (UFSCar), campus Sao Carlos — SP.

8.2 EXTRACAO DE RNA

Inicialmente, cada amostra (aproximadamente 10 mg) de tecido hepatico
foi descongelada e o excesso de RNAlater® Stabilization Solution (TermoFisher
Scientific Inc., USA) foi removido com pipeta. Posteriormente, cada amostra foi
separadamente submersa em nitrogénio liqguido e macerada com auxilio de
aparato de aco inoxidavel pela aplicacdo de pressdo sobre o tecido. Em
seguida, o RNA foi extraido utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen, Carsbald,
CA, USA), segundo recomendacdes do fabricante com pequenas modificagdes.
Para tanto, resumidamente, em cada amostra foi adicionado 1 mL do reagente
TRIzol. Posteriormente, a amostra foi submetida a centrifugacdo por 10
minutos, a 12.000 g, a 4°C. Entéo, a primeira fracdo do sobrenadante rica em
gordura foi descartada, e o restante foi depositado em um novo tubo com 5 pL
de acrilamida linear (Ambion Inc., Austin, TX, USA). Em seguida, foi realizado o
acréscimo de 200 pL de cloroférmio para separar a solucao aquosa e organica
por centrifugacado (12.000 g a 4°C). Por fim, o RNA presente na fase aquosa foi
precipitado por adicdo de alcool isopropilico. Nesta etapa de precipitagdo com
o isopropanol, foi adicionado 250 pL de agua e 750 uL de isopropanol para
melhorar a precipitacdo do RNA. A concentragcdao de RNA foi mensurada por
espectrofotometro de pequeno volume (NanoDrop, Termo Scientific,
Wilmington, U.S.A.).
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8.3 TRATAMENTO COM DNASE E SINTESE DE cDNA

Apos a extragdo, o RNA foi dissolvido em 10 pl de solugcdo de
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (DNase I, Amp Grade; Invitrogen™,
Life Technologies) e 1 Ul/ ul de Rnase OUT (Life Technologies), conforme
sugerido pelo fabricante, para degradacao de DNA contaminante.

O tratamento com DNAse | foi realizado em temperatura ambiente
utilizando 1,0 ug de RNA em reacédo com volume de 10 pL. Apds incubacao por
15 min foi adicionado 1,0 uL de EDTA (25mM; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
e a amostra foi aquecida a 65°C durante 10 min para a inativacdo da DNase.
Imediatamente apds o tratamento com DNAse, realizou-se a transcricdo
reversa (RT). Preparou-se 10 pyL de solucdo contendo tampao para RT (2,0
pL), dNTP mix (0,8 pL), primers randémicos (2,0 pL), inibidor de RNAse (0,25
uL), transcriptase reversa (1,0 pL) e é&gua livre de nucleases (3,95 pL),
seguindo instrucdes do fabricante (High Capacity cDNA Reverse Transcricdo
Transcription Kit, LifeTechnologies™, Frederick, Maryland, USA). Em seguida,
a solucdo de RT(10 ul) foi adicionada aos 11,0 pl de amostras tratadas com
DNAse |I. As amostras permaneceram sob incubacdo durante 10 min a 25°C e
por 2 h a 37°C, seguido por inativacao da transcriptase reversa a 85°C por 5

min. Por fim as amostras foram estocadas a -20 °C até o uso.
8.4 DESENHO DE PRIMERS
Os primers senso e anti-senso (quadro 1), foram obtidos por meio de

publicacdes cientificas publicadas, ou desenhados utilizando a ferramenta

Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Para tanto, foram

utilizadas as sequéncias disponiveis no GenBank
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Sempre que possivel pelo menos um dos
primers foi desenhado sobre juncdes éxon — éxon para evitar a amplificacéo de
DNA gendmico contaminante. Tais jungfes foram encontradas utilizando-se o
programa Genome Browser Gateway, disponivel no site USDC Genome

Bioinformatics (http://genome.usc.eduf/idex.htim). O programa Blast® “Basic

Local Alignmennt Search Tool” (http://blast.ncbi.nim.nih.qgov/) foi utilizado para
avaliar a especificidade dos primers. A ferramenta Oligo Analyzer 3.1 (http://


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://genome.usc.edu/idex.htlm
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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ww.idtdna. com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) foi utilizada para avaliar a
qualidade dos primers levando em consideracdo a probabilidade de formacéao
de homodimeros, heterodimeros e harpins. Os primers foram sintetizados pela
Sigma-Aldrich.

8.5 VALIDACAO DOS PRIMERS

As reacdes de PCR em tempo real (QPCR) foram executadas em

equipamento  QuantStudio® 6 Flex Real-Time PCR System (Applied

Biosystems® - Life Technologies Corporation, Frederick, Maryland, USA). O
equipamento foi programado para iniciar com estagio de espera (95°C por 10
minutos), seguido por 40 ciclos compostos por fase de desnaturacdo (95°C por
15 minutos) e anelamento/extensdo (60°C por 1 minuto). A curva de
dissociacao (“melting”) foi obtida imediatamente apds amplificacéo.

Os primers liofilizados foram diluidos em agua ultra pura livre de DNAse
e RNAse (Life Technologies) originando solucdes estoque com concentracéo
de 100 uM. As solucbes de trabalho com concentracdo de 3 uM foram
preparadas por rediluicdo das solugdes de estoque. Ambas as solugdes foram
armazenadas a - 20°C.

As reacdes de gPCR continham uma mistura de solucdes contendo os
primers senso e anti-senso, solucdo Master Mix, pré-preparada (Power SYBR®
Green PCR Master Mix, Life Technologies Corporation, Frederik, Maryland,
USA) e 4gua totalizando 13,0 L. A esta solucao foram adicionados 2,0 uL de
solucéo contendo cDNA, exceto 0S poc¢os que serviram como controle negativo
gue receberam 2,0 yL de agua ultra pura. A solucédo de cDNA foi nhormalmente
diluida em agua a 1:10, a menos que especificamente mencionado.

Foram realizados testes com o intuito de encontrar concentragdes de
primers que estabelecessem maior eficiéncia nas reagbes de gPCR. Os
critérios para escolha de maior concentracdo de primers foram: eficiéncia de
amplificacdo entre 95 e 105%, auséncia de amplificacdo no controle negativo,
anico pico de curva de melting e menor ciclo limiar (cycle threshold; Ct).

Primeiramente, foram realizados testes nas concentracdes de 200 nM
para cada par de primers, e quando necessario, concentracdées maiores ou

menores foram testadas. Cada concentracao foi testada em duplicata e com


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-instruments/quantstudio-6-flex-real-time-pcr-system.html?ICID=cvc-qpcr-instruments-c3t2
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um poco usado como controle negativo. No minimo trés curvas padrao
composta por cinco pontos em duplicata, contendo pool de cDNA diluido, foram
analisadas por diluicdo serial do cDNA (1:5). Para verificagdo da eficiéncia de
amplificacdo, uma regressao linear de primeiro grau foi ajustada para o log da
qguantidade de cDNA versus o valor do Ct (limiar ou o valor do delta Ct. O delta
Ct foi calculado pela subtracdo dos valores do Ct do gene alvo e Ct do gene
endogeno. A eficiéncia de amplificacdo de cada par de primers foi estimada
baseada nos valores do slope da regressao linear (log da quantidade de cDNA
vs. valores de Ct) como se segue: Eficiéncia = 10" (-1/slope). Para comparacao
da eficiéncia de amplificagcdo entre os ensaios dos genes alvo e dos genes
endogenos considerou-se os valores do slope da outra regresséo linear (log da
guantidade de cDNA vs. valores de delta Ct). Neste caso, quando os valores do
slope foram iguais ou menores que 0,1, a analise da expressao relativa pode
ser realizada assumindo-se que a eficiéncia de amplificagdo dos genes alvo em
relacdo aos enddgenos € igual.

Os dados de amplificacdo foram analisados pelo programa (Software
v.2.2.2, Life Technologies Frederick, Maryland, USA). Foram consideradas
validadas as curvas padrédo com eficiéncia entre 85 e 110% e coeficiente de
determinacdo (R? préximo a 1. Estabelecidas as validaces foram realizadas
reacdes para comparar a abundancia de cada transcrito entre 0S grupos
experimentais. Todas as amostras e 0s controles negativos foram analisados
em duplicata. A quantificacdo de transcritos presentes nas amostras foi
realizada de forma relativa a média geométrica da expresséo de trés genes de
referéncia — ACTB (Actin, Beta), GAPDH (Glyceraldehyde - 3 - phosphate
dehydrogenase) e PPIA [Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)], segundo
(MACABELLI et al., 2014).
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9. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistical
Analysis System for Windows SAS® (SAS 9.3). As médias apresentadas foram
ajustadas pelo comando LSMEANS deste procedimento. Foram considerados
no modelo os efeitos fixos de Raca (R)) e Dieta (D)), e a interagdo Raca*Dieta
(RjDi), além do efeito aleatorio de periodo (Px), de acordo com o modelo: Yiy =
U+ Rj+ Di + RiDi+ pk + €jj.

Os dados de concentracdo de P4 ao longo tempo n&do apresentaram
distribuicdo normal e foram transformados para raiz quadrada.

A variavel de distribuicdo binaria como taxa de estro e taxa de ovulacdo
foram analisadas utilizando-se o0 PROC GLIMMIX do SAS 9.3. As variaveis de
medidas repetidas no tempo foram analisadas utilizando-se o PROC MIXED,
do SAS 9.3. Foram considerados os efeitos de raca, dieta, tempo e suas
interacdes. O residuo foi estimado pelo efeito do animal dentro de raca e dieta.
O método de Akaike foi utilizado na escolha da melhor matriz de covariancia.
Para todas as variaveis, foi considerada significancia ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os dados de expressédo génica foram avaliados utilizando-se o PROC
GLIMMIX. O modelo considerado foi 0 seguinte: y = raga + protocolo + raca X
protocolo. Foi considerado significante valores de P menores que 0,05. No
caso de efeitos principais ou de interacdo que fossem significantes, estes foram

analisados pelo teste Posthoc t — Student.
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10. RESULTADOS

10.1 DINAMICA FOLICULAR

Considerando todo o periodo experimental, as novilhas da raca Nelore
apresentaram maior média de peso (P < 0,0001), que novilhas Holandesas.
Ainda, como esperado, as novilhas que foram submetidas a alta ingestdo de
matéria seca/energia apresentaram maior peso médio (P = 0,006), que as
novilhas submetidas a baixa ingestdo de matéria seca/energia; independente
da raca avaliada (raca * dieta, P = 0,95; tabela 2).

Considerando o ganho de peso médio diario, as novilhas submetidas a
alta ingestdo de matéria secal/energia apresentaram maior ganho de peso
diario (P < 0,0001), que as novilhas submetidas a baixa ingestdo de matéria
secal/energia, independente da raca avaliada (raca * dieta; P = 0,61). Ainda, a
meédia de ganho de peso diario foi similar entre os grupos genéticos (P = 0,37;
tabela 2).

O tratamento com CIDR® e BE no inicio do protocolo hormonal resultou
na emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em ambos os
grupos genéticos. No entanto, particularmente trés novilhas Holandesas do
grupo de alta ingestao de matéria seca/energia nao emergiram uma nova onda
de crescimento folicular. Nestas novilhas, o foliculo dominante presente no
inicio do protocolo ndo regrediu ao tratamento com CIDR® e BE, e foi este
foliculo que ovulou ao final do protocolo hormonal. Além disso, duas novilhas
da raca Holandesa, uma do grupo alta ingestéao e outra do grupo baixa ingestao
de matéria secal/energia, permaneceram durante o protocolo somente com
foliculos pequenos (< 5 mm) e ndo iniciaram nova onda de crescimento
folicular durante o protocolo de sincronizacdo. Considerando apenas o0s
animais que emergiram uma nova onda de crescimento folicular, o intervalo
entre o inicio do protocolo de sincronizacdo e a emergéncia de uma nova onda
de crescimento folicular foi similar (P = 0,41) entre as ragas [Holandesa (n =
30): 3,3 £ 0,2 d vs. Nelore (n = 32): 3,1 + 0,2 d], como também entre os
diferentes protocolos de fornecimento de dieta [Alta ingestdo (n = 31): 3,1 +0,2
d vs. Baixa ingestdo (n = 31): 3,3+ 0,2 d; P =0,20; tabela 3].
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Independente da dieta fornecida (raca*dieta; P = 0,96), verificou-se
maior (P < 0,0001) numero de foliculos recrutados no inicio da onda de
crescimento folicular em novilhas da raca Nelore que em novilhas Holandesas
[Nelore (n = 32): 42,1 = 3,4 e Holandesa (n = 30): 23,5 = 3,3]. No entanto, o
namero de foliculos recrutados foi similar (P = 0,62) para novilhas submetidas a
alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia [Alta ingestao (n = 31): 33,7 + 3,3
e Baixa ingestédo (n = 31): 31,9 £ 3,3; tabela 3].

O diametro do foliculo dominante no dia 8 (FD8) e no dia 10 (FD10) do
protocolo de sincronizacdo, e diametro maximo do foliculo dominante (DMFD)
apos a retirada do dispositivo de P4 foi menor (FD8: P = 0,04; FD10: P = 0,001;
DMFD: P = 0,009) em novilhas da raca Nelore (n = 32) que em novilhas da
raca Holandesa (n = 30), independente da dieta administrada [FD8 (mm): 10,3
+ 0,4 vs. 11,6 + 0,4; FD10 (mm): 12,2 + 0,4 vs. 14,4 + 0,4; DMFD (mm): 13,0 +
0,4 vs. 14,5 £ 0,4; tabela 4]. Da mesma forma, independente da raca avaliada,
foi observado menor didmetro do foliculo dominante no dia 8 (P < 0,0001), no
dia 10 (P = 0,001) e didmetro maximo do foliculo dominante (P = 0,0004) ao
final do protocolo hormonal em novilhas submetidas a baixa ingestdo (n = 31)
comparadas a alta ingestdo (n=31) de matéria seca/energia [FD8 (mm): 9,6 *
0,4 vs. 12,2 £ 0,4; FD10 (mm): 12,2 + 0,43 vs. 14,3 £ 0,4; DMFD (mm): 12,7
0,4 vs. 14,8 £ 0,4, tabela 4]. No entanto, ndo foi observada diferenca entre as
racas para diametro de foliculo ovulatério [Nelore (n = 32): 13,8 £ 0,3 mm e
Holandesas (n = 30): 13,5 + 0,3 mm; P = 0,52; tabela 4]. Entretanto,
independente da raca (raca * dieta, P = 0,98), novilhas submetidas a baixa
ingestdo de matéria seca/energia apresentaram diametro do foliculo ovulatério
menor (P = 0,001) comparadas as de alta ingestdo de matéria seca/energia
[Baixa ingestdo (n = 31): 12,8 + 0,3 vs. Alta ingestao (n = 31): 14,4 + 0,3 mm;
tabela 4].

Quando se avaliou o diametro do foliculo dominante durante o protocolo
hormonal (do dia da sua emergéncia até se tornar foliculo dominante) foi
observado efeito de raca e dieta conforme o dia (tempo) do protocolo (dieta *
tempo, P = 0,06; raca * tempo, P < 0,001). Ambos, efeito de dieta e de raca,
comecaram a ser significativos (P < 0,05) a partir do dia 6 do protocolo
hormonal (figura 12, 13 e 14).
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Independente do protocolo de fornecimento de dieta (raca * dieta, P =
0,79), a taxa de crescimento folicular diaria (mm/dia) foi menor (P = 0,0001) em
novilhas da raca Nelore que em novilhas da raca Holandesa [Nelore (n = 32):
1,0 £ 0,04 e Holandesa (n = 30): 1,2 £ 0,04]. Além disso, novilhas submetidas a
alta ingestdo de matéria seca/energia apresentaram maior taxa de crescimento
folicular (P = 0,01) que novilhas submetidas a baixa ingestdo de matéria
seca/energia [Alta ingestdo (n = 31): 1,2 + 0,04 e Baixa ingestdo (n =31): 1,0 +
0,04], independente da raca envolvida (raca * dieta, P = 0,79; tabela 4).

O intervalo entre a remog&o do CIDR® e a ovulagéo foi maior (P = 0,07)
em novilhas da raca Nelore comparada as Holandesas [Holandesa (n = 30):
69,2 £ 0,9 h e Nelore (n = 32) : 71,04 + 0,7 h). No entanto, 0 momento da
ovulacdo nao foi influenciado (P = 0,40) pela dieta fornecida [Alta ingestédo (n =
31): 69,9 £ 0,9 h e Baixa ingestdo (n = 31): 70,2 £ 0,84 h, tabela 5]. Novilhas
Holandesas apresentaram maior taxa de ovulacao que novilhas da raca Nelore
[93,7 % (30/32) vs. 78,13% (25/32)]; P = 0,04), e esta diferenca ocorreu
independente da dieta fornecida (raca * dieta, P = 0,82). Ainda, a alta ou baixa
ingestdo de matéria seca/energia fornecida as novilhas nao influenciou a taxa
de ovulacédo entre os grupos [Alta: 87,5 % (28/32) vs. Baixa: 84,4%; (27/32); P
=0,72; figura 15).

O intervalo entre a remocéo do CIDR® e o inicio de comportamento de
estro foi menor (P = 0,005) para novilhas Holandesas, comparada as novilhas
da raca Nelore [Nelore (n = 27): 45,9 + 0,9 h e Holandesa (n = 29): 50,2 + 1,1
h]. No entanto, néo foi verificado efeito de dieta (P = 0,16) para 0 momento de
manifestacdo do estro [Alta ingestdo (n = 29): 48,8 + 1,0 h e Baixa ingestéo (n
=27):47,1 + 1,1 h, tabela 5].

O diametro (mm) e volume (mm?) do CL foram menores para novilhas da
raca Nelore, que para novilhas da raca Holandesa, tanto no dia 14 (Diametro -
D14:14,0+£0,5vs. 16,7 £0,5; P = 0,001; Volume — D14: 2553 +£ 199 vs. 1478 +
218; P = 0,0006), como no dia 17 apds o inicio do protocolo (Diametro - D17:
18,6 £ 0,6 vs. 22,7 + 0,6; P < 0,0001; Volume — D17: 6195 * 427 vs. 3507 +
461; P < 0,0001), independente da dieta fornecida (tabela 6). Nesses mesmos
momentos, novilhas submetidas a baixa ingestdo de matéria seca/energia
apresentaram diametro e volume de CL menor, que novilhas submetidas a alta

ingestao de matéria seca/energia (Diametro — D14: 14,4 + 0,5 vs. 16,3 £ 0,5; P
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= 0,01; Diametro — D17: 19,7 £ 0,6 vs. 21,6 £ 0,6; P = 0,02; Volume — D14:
1610 £ 211 vs. 2421 + 206; P = 0,008; Volume — D17: 4278 + 447 vs. 5424 +
442; P < 0,04), independente da raca avaliada (tabela 6).

Tabela 2. Peso vivo (PV), ganho de peso diario (GDP) e escore de condi¢do corporal (ECC)
durante o periodo experimental de novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e Holandesa (Bos
taurus) submetidas a dieta de alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia. Dados
apresentados como média + E.P.M.

Holandesa Nelore P
Alta Baixa Alta Baixa
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16) Raca Dieta  Raca*Dieta
PV (Kg) 395,6+7,9 372,4+7,9 4995+74 4775+7,4 <0,0001 0,006 0,95
GPD 1,05 +0,08 -0,08 +0,08 1,08 £ 0,08 0,04 + 0,08 0,37 < 0,0001 0,61
ECC 3,45+0,04 2,84 +0,04 3,42 +0,04 2,90+0,04 0,69 < 0,0001 0,23

Tabela 3. Inicio da nova onda de crescimento folicular (IONDA) e numero de foliculos
recrutados (NFOL) em novilhas da raga Nelore (Bos indicus) e da ragca Holandesa (Bos taurus),
submetidas a alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia. Dados apresentados como média

Holandesa Nelore P
Alta Baixa Alta Baixa
(n=13) (n=15) (n=16) (n=16) Raca Dieta Raca*Dieta
NFOL 24,5+3,4 22,6+£3,1 42,7+4,6 41,4+3,2 <0,0001 0,62 0,96
IONDA(d) 3,2+0,2 3,4+0,2 29+0,2 33+02 041 0,20 0,83

+ E.P.M.

Tabela 4. Didmetros do foliculo dominante no dia 8 (FD8) e no dia 10 (FD10), diametro
maximo do foliculo dominante (DMFD) ao final do protocolo, diametro do foliculo ovulatério
(FO) e taxa de crescimento folicular (TC), em novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca
Holandesa (Bos taurus) submetidas a alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia. Dados
apresentados como média + E.P.M.

Holandesa Nelore P
Alta Baixa Alta Baixa Raca Dieta Raca*Dieta
(n=15) (n=15) (n=16) (n=16)
FD8 (mm) 129+0,8 10,2+0,5 11,5+04 9,0+0,6 0,04 <0,0001 0,89
FD10 (mm) 15,3+0,7 13,4+04 134+0,7 11,1+0,7 0,001 0,001 0,8
DMFD (mm) 156+0,7 13,5+04 141+0,6 11,9+0,5 0,009 0,0004 0,9
TC (mm/d) 1,3+0,07 1,1+0,04 1,03+0,1 09+0,05 0,0001 0,01 0,79
Alta Baixa Alta Baixa
(n=15) (n=15) (n=13) (n=12)

FO (mm) 146+0,7 12904 143+04 126+0,3 0,517 0,001 0,98
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Figura 12. Diametro do foliculo dominante (mm) de novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca
Holandesa (Bos taurus) submetidas as dietas de alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia,
sincronizadas com benzoato de estradiol (BE) e dispositivo intravaginal de progesterona (P4). Dados
apresentados como média + EPM.

BE (2mg) + PGF
Raca P = 0,001
\L Dieta P = 0,007
Tempo P < 0,0001
P4 BE (1mg) Raga*Dieta P = 0,71
Raca* Tempo P = 0,0005
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Figura 13. Didmetro do foliculo dominante (mm) de novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca
Holandesa (Bos taurus) submetidas a dieta de alta e baixa ingestdo de matéria secal/energia durante
0 protocolo de sincronizagdo com benzoato de estradiol (BE) e dispositivo intravaginal de
progesterona (P4), independente da raca avaliada. Dados apresentados como média + EPM.

BE (2mg) + PGF

|

16 - BE (1mg)

18 1 P4 Dieta * Tempo P = 0,06

[EEN
N
1

=
o
I

—o— Alta (n=31)
—O— Baixa (n = 31)

P=1021 027 025 005 001 0,003 0004 0,001 0,002
3 4 5 6 7 8 9 oT 10

Dias do protocolo hormonal (d)

Legenda: * P < 0,05

Fonte: Batista, E.O.S. (2015)



77

Figura 14. Diametro do foliculo dominante de novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca
Holandesa (Bos taurus) tratadas com benzotao de estradiol (BE) e dispositivo intravaginal de
progesterona (P4), independente da dieta fornecida. Dados apresentados como média £ EPM.
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Tabela 5. Intervalo entre a retirada do dispositivo de P4 e a ovulacdo (MO) e a manifestacao do
comportamento de estro (ME) em novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca Holandesa

N

(Bos taurus), submetidas a baixa e a alta ingestdo de matéria seca/energia. Dados

Holandesa Nelore P
Alta Baixa Alta Baixa
Raca Dieta Racga*Dieta

(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

MO (h) 688+14 696+13 71,1+09 71,0+£1,0 0,07 0,4 0,72

"""""""""" Ata  Baxa  Ata  Baxa

(n=14) (n=15) (n=15) (n=12)

ME (h) 46,3+1,2 456+13 51,2+14 49,0+1,78 0,005 0,16 0,59

apresentados como média + E.P.M.

Figura 15. Taxa de ovulacéo ao final do protocolo de sincronizacdo da ovulacdo em novilhas
da raca Nelore (Bos indicus) submetidas a dieta de alta (n = 16) e baixa (n = 16) ingestao de
matéria seca/energia e em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus) submetidas a dieta de alta
(n = 16) e baixa (n = 16) ingestdo de matéria seca
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Fonte: Batista, E.O.S. (2015)



79

Tabela 6. Diametro de corpo liteo no dia 14 (CLD14), no dia 17 (CLD17); e volume do CL no
dia 14 (VOL14) e dia 17 (VOL17) apés o inicio do protocolo de sincronizacdo em novilhas da
raca Nelore (Bos indicus) e Holandesa (Bos taurus) submetidas a dieta de alta e baixa ingestéo
de matéria seca/energia. Dados apresentados como média + E.P.M.

Holandesa Nelore P
Alta Baixa Alta Baixa
(n=15) (n=15) (n=13) (n=12) Raca Dieta Raca*Dieta
CLD14 (mm) 18,1+1,1 15,3+0,7 14,6 £ 0,5 13,4+0,4 0,001 0,01 0,30
CLD17(mm) 23,6+1,0 21,8+1,0 19,6 £ 0,5 17,6 £ 0,6 <0,0001 0,02 0,90
VOL14 (mm3) 3165 + 455 1941+244 1677 £143 1280 + 96 0,0006 0,008 0,17
VOL17 (mm?3) 6872 + 878 5517+695 3977 +309 3038 £251 <0,0001 <0,0001 0,91

10.2 CONCENTRACAO PLASMATICA DE P4

Ao longo do protocolo hormonal de sincronizagdo da ovulagdo com P4 e
BE as novilhas da raca Nelore apresentaram maior concentracéo de P4 que as
novilhas Holandesas (P = 0,0006); assim como novilhas submetidas a baixa
ingestdo comparadas as novilhas submetidas a alta ingestdo de matéria
seca/energia (P = 0,0004; figura 16). No entanto, verificou-se interacdo dupla
dos efeitos raca e dieta (raca * dieta, P = 0,05). Quando se interpreta esta
interacdo, verifica-se que a diferenca na concentracdo de P4 das novilhas da
raca Nelore submetidas a alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia €
maior que a diferenca das novilhas Holandesas submetidas as mesmas dietas
durante o protocolo hormonal. Entretanto, tanto novilhas Nelore (P < 0,0001),
guanto Holandesas (P = 0,09) apresentaram maior concentracao de P4 quando
submetidas a baixa ingestdo de matéria seca/energia do dia D1 ao D8 do
protocolo de sincronizagéo.

Também, pode-se observar que o efeito de raca variou conforme o
tempo [raca * tempo (P = 0,04)], assim como o efeito de dieta [dieta * tempo (P
= 0,001)]. Observa-se que o efeito de raca s6 nao é significativo no inicio (DO)
e no final (D10) do protocolo de sincronizagdo, sendo que em todos 0S outros
periodos a concentracdo de P4 foi maior em novilhas Nelore comparada as
Holandesas (figura 16). Da mesma forma, na andlise da interagdo dieta *
tempo, pode-se observar que novilhas submetidas a alta e baixa ingestao de
matéria seca/energia tém concentracdo de P4 similar no inicio (DO) e final (D9

e D10) do protocolo hormonal. Em todos os outros dias do protocolo de
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sincronizacdo da ovulacdo a concentracdo de P4 em novilhas submetidas a
baixa ingestdo foi maior comparada as novilhas submetidas a alta ingestédo de
matéria seca/energia.

No dia da retirada do CIDR® (D8) foi observado efeito de raca e dieta
para concentracdo plasmatica de P4 avaliada a cada 3 horas (momento 0, 3, 6,
9 e 12 h). Nestes momentos, a concentragdo de P4 foi maior para novilhas
Nelore que Holandesas. Além disso, novilhas submetidas a baixa ingestédo
apresentaram maiores concentracfes de P4 que novilhas submetidas a alta
ingestado de matéria seca/energia (figura 17). Ainda, verificou-se interacéo raca
* tempo (P=0,03) e dieta * tempo (P=0,02).
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Figura 16. Concentracdo plasmatica de progesterona (P4) durante protocolo de sincronizagao
da ovulacdo em novilhas da ragca Nelore (Bos indicus) e da raca Holandesa (Bos taurus)
submetidas a alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia. Dados apresentados como média
+ EPM.
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Fonte: Batista, E.O.S. (2015)
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Figura 17. Concentracao plasmatica de progesterona (P4) apés a retirada do dispositivo
intravaginal de P4 (D8) em novilhas da raca Nelore (Bos indicus) e da raca Holandesa (Bos
taurus) submetidas a alta e baixa ingestdo de matéria seca/energia. Sangue colhido a cada 3 h
do momento da retirada do dispositivo até 12 h. Dados apresentados como média + EPM.
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9.3 BIOPSIA HEPATICA — P4 E EXPRESSAO GENICA

Em relacdo a concentracdo de P4 no dia da bidpsia hepatica, foi
observado efeito de raca (P = 0,008), dieta (P = 0,005) e interagéo raca * dieta
(P =0,07). Ao avaliarmos essa interacao, quando se compara novilhas da raca
Nelore e Holandesas submetidas a alta ingestdo de matéria seca/energia foi
observado que a concentracdo de P4 foi similar entre as racas (Nelore: 2,3 £
0,2 e Holandesa: 2,0 + 0,2 ng/mL). No entanto, quando a avaliacao é feita em
ambas as racas submetidas a baixa ingestdo de matéria secalenergia,
verificou-se que novilhas da raca Nelore apresentam maior concentracao de P4
gue as novilhas da ragca Holandesa (Nelore: 3,4 + 0,2 e Holandesa: 2,3 £ 0,2
ng/mL). Ao se comparar novilhas Holandesas submetidas a alta e baixa
ingestdo de matéria seca/energia a concentracdo de P4 foi similar (Holandesa
alta: 2,0 + 0,2 e Holandesa baixa: 2,3 £ 0,2 ng/mL). Entretanto, novilhas Nelore
apresentaram maior concentracdo de P4 quando submetidas a baixa
comparada a novilhas submetidas a alta ingestdo de matéria seca/energia
(Nelore alta: 2,3 + 0,3 e Nelore baixa: 3,4 £ 0,2 ng/mL; figura 18).

Concentragéo P4 (ng/mL)

Figura 18. Concentrac@o plasmaética de progesterona (P4) em novilhas da raca Nelore (Bos
indicus), submetidas a alta (n = 8) e baixa ingestdo de matéria seca/energia (n = 8); e novilhas
da raca Holandesa (Bos taurus), submetidas a alta (n = 8) e baixa (n = 8) ingestdo de matéria
secal/energia.
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Em relacdo aos genes da familia citocromo P450, independente do
protocolo de fornecimento de dieta (raca * dieta, P = 0,64), observou-se maior
abundéancia de transcritos para o gene CYP3A4 (P < 0,0001) em novilhas da
raca Nelore que em novilhas da raca Holandesa. Para este mesmo gene, ndo
foi observado efeito de dieta (P = 0,62) na abundancia de transcritos (figura
19). Em relacdo a abundancia de transcritos para o gene CYP2C19, nao foi
observado efeito de dieta (P = 0,27), como também de raca (P = 0,76; figura
19).

Figura 19. Expresséo relativa de mRNA dos genes A. CYP2C19 (citocromo P450, familia 2, subfamilia C,
polipeptidio 19); B. CYP3A4 (citocromo P450, subfamilia IlIA, polipeptidio 4) em novilhas da raca Holandesa
(Bos taurus) submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestao de matéria seca (n = 6); e novilhas Nelore (Bos
indicus) submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca (n = 7).
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Na avaliacdo dos genes da familia das aldo-keto-reductases,
independente do protocolo de fornecimento de dieta (raga * dieta, P > 0,05),
verificou-se maior abundancia de transcritos para novilhas Holandesas,
comparadas as novilhas Nelore, tanto para gene AKR1D1 (P = 0,002), como
para o gene AKR1C4 (P < 0,0001; figura 20). Para estes genes, também foi
observado efeito de dieta. A abundancia de transcritos para o gene AKR1D1 foi
maior (P = 0,005) em novilhas submetidas a alta, comparada as novilhas
submetidas a baixa ingestdo de matéria seca/energia (figura 20). No entanto,
foi observada menor abundancia de transcritos (P = 0,01) para o gene AKR1C4
em novilhas submetidas a alta que as submetidas a baixa ingestdo de matéria

secal/energia.

Figura 20. Expresséo relativa de mRNA de AKR1D1 (aldo — keto — reductase familia 1, membro D1), e
AKR1C4 (aldo — keto — reductase familia 1, membro C4) em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus)
submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca (n = 6); e novilhas Nelore (Bos indicus)
submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca (n = 7).
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Em relacdo as outras redutases (SRD5A1 e SRD5A3), foi observada
maior abundancia de transcritos (P < 0,0001) para o gene SRD5A1l em
novilhas Holandesas comparadas as novilhas da raca Nelore. No entanto, para
0 gene SRD5A3 néo foi observado efeito de raca (P = 0,11, figura 21). Para

ambos os genes nao foi observado efeito de dieta (figura 21).

Figura 21 Expressédo relativa de mMRNA de SRD5A1 e SRD5A3 em novilhas da raca Holandesa
(Bos taurus) submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca (n = 6); e novilhas
Nelore submetidas a dieta de alta (n = 7) e baixa ingestdo de matéria seca (n = 7).
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11. DISCUSSAO

O presente estudo forneceu evidéncias de que o protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo utilizando CIDR® e BE pode sincronizar de forma
eficiente a emergéncia da nova onda de crescimento folicular em novilhas Bos
indicus e Bos taurus, como descrito anteriormente (COLAZO; KASTELIC;
MAPLETOFT, 2003; CARVALHO et al., 2008). O momento da emergéncia da
nova onda de crescimento folicular foi similar entre os grupos genéticos. Sabe-
se que variacfes no dia da emergéncia da nova onda de crescimento folicular
estdo associadas ndo somente ao tipo de estrégeno empregado (COLAZO;
KASTELIC; MAPLETOFT, 2003; MAPLETOFT et al., 2003), mas também com
a dose utilizada, tanto para fémeas Bos indicus, como para Bos taurus
(BASTOS, 2012). O intervalo entre o inicio do protocolo de sincronizacéo e a
emergéncia da nova onda de crescimento folicular observada neste estudo foi
similar a prévios relatos que utilizaram a mesma dose de estrdgeno no inicio do
protocolo hormonal (BURKE et al., 2001; CARVALHO et al., 2008; BASTOS,
2012)

No presente estudo, os diferentes protocolos de fornecimento de dieta
também ndo influenciaram o intervalo entre a insercdo do CIDR® e a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular. Poderia-se especular
que, com a restricdo da dieta, o grupo de baixa ingestdo de matéria
secal/energia apresentaria reducao no metabolismo de esteroides hepatico, e
com isso, maiores concentracdes circulantes de E2 durante o protocolo de
sincronizagdao. Desta forma, quanto maior as concentracdes de E2 mais tardio
seria 0 aumento das concentracdes de FSH, o que resultaria no atraso da
emergéncia da nova onda de crescimento folicular (BASTOS, 2012).
Entretanto, neste estudo, como ja citado acima, ndo foi observado efeito de
dieta para inicio da emergéncia folicular. Provavelmente as variacdes nas
concentracfes de E2 no inicio do protocolo entre 0s grupos que receberam alta
e baixa ingestdo de matéria seca/energia ndo foram suficientes para influenciar
essa variavel. No entanto, as avaliacdes das concentracfes plasmaticas de E2
nao foram realizadas no presente estudo para concluir essa possivel hipotese.

Como observado em outros estudos (ALVAREZ et al., 2000; BURATINI
et al., 2000; CARVALHO et al., 2008; GIMENES et al., 2009; BASTOS et al.,



88

2010), apesar da similaridade do intervalo entre a insercdo do CIDR® e o inicio
da nova onda de crescimento folicular, o nUmero de foliculos no momento da
emergéncia da onda de crescimento folicular foi maior para novilhas Bos
indicus que Bos taurus. Acredita-se que a insulina, assim como o IGF-1
(ALVAREZ et al., 2000), sejam responsaveis pelo maior nimero de foliculos
recrutados em fémeas zebuinas comparadas as taurinas. BASTOS (2012)
observou maior concentracdo de insulina na fase estrogénica comparada a
fase progesteronica do ciclo estral, tanto em vacas Bos indicus, como em
vacas Bos taurus. Ainda, em ambas as fases foram observadas maior
concentracdo de insulina para fémeas Bos indicus que para fémeas Bos taurus.
Além disso, corroborando nossos resultados, foi observado maior nimero de
foliculos na emergéncia da onda de crescimento folicular em fémeas Bos
indicus que em fémeas Bos taurus (BASTOS, 2012).

No presente estudo, a dieta oferecida poderia influenciar o niumero de
foliculos recrutados. Neste contexto, o aumento da ingestdo de matéria
seca/energia estaria associado ao aumento nas concentracdes de insulina, o
que poderia levar ao aumento do nimero de foliculos recrutados (GUTIERREZ
et al., 1997). No entanto, a alta ou a baixa ingestdo de matéria seca/energia
nao influenciou o nimero de foliculos recrutados no momento da emergéncia
de nova onda de crescimento folicular. Corroborando esses dados, existem
estudos prévios que nao observaram diferenca na populacédo folicular com a
manipulacéo da dieta (SALES, 2011; BASTOS, 2012).

Independente da alta ou baixa ingestdo de matéria seca/energia, a taxa
de crescimento folicular diaria foi menor em novilhas Bos indicus que em
novilhas Bos taurus. Além disso, novilhas Bos indicus apresentaram menor
didmetro do foliculo dominante no dia 8 e 10, como também menor diametro
méaximo do foliculo dominante ap6s a retirada do dispositivo de P4 que novilhas
Bos taurus. Ao se avaliar o diametro do foliculo dominante ao longo do
protocolo (da emergéncia até o foliculo tornar-se dominante), foi observado que
novilhas Bos taurus e novilhas submetidas a alta ingestdo de matéria
secal/energia apresentaram maior diametro folicular quando comparadas as
novilhas Bos indicus e as novilhas submetidas a baixa ingestdo de matéria
seca/energia. Esta diferenca foi observada a partir do dia seis do protocolo

(D6), ou seja, provavelmente no periodo em que ocorreu a divergéncia folicular.
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Em outros estudos, no momento da divergéncia também foi observado menor
diametro folicular em fémeas Bos indicus que fémeas Bos taurus
(SARTORELLI et al., 2005; GIMENES et al., 2008a; BASTOS et al., 2010).

Prévios estudos também relatam que fémeas Bos indicus apresentam
menor didmetro do foliculo dominante que fémeas Bos taurus (CARVALHO et
al., 2008; GIMENES et al., 2008b; BASTOS et al., 2010; SALES, 2011). E
possivel que o menor crescimento folicular das fémeas Bos indicus seja devido
a maior concentracdo de P4 durante o protocolo hormonal quando comparadas
as fémeas Bos taurus. A maior concentracdo de P4 pode suprimir a frequéncia
de pulsos de LH (SANCHEZ et al., 1995; BERGFELD et al., 1996; BURKE;
MACMILLAN; BOLAND, 1996; KINDER et al., 1996; FIKE et al., 2004; HATLER
et al., 2008) e, desta forma, suprimir o crescimento folicular (STOCK;
FORTUNE, 1993; CARVALHO et al., 2008; SALES et al., 2014), resultando em
foliculos de menor diametro em fémeas Bos indicus. No entanto, independente
da concentracdo de P4, uma possivel hipétese é que fémeas da raca Nelore
apresentem foliculos menores comparadas as fémeas Holandesas, como uma
caracteristica inerente a raca.

Sabe-se que o tamanho do foliculo ovulatério apresenta alta correlacdo
com o tamanho do CL formado posteriormente (VASCONCELOS et al., 2001;
SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002). Neste estudo, embora ndo tenha sido
observada diferenca no diametro do foliculo ovulatério entre 0s grupos
genéticos, foi observada diferenca no diametro e volume do CL subsequente.
Novilhas da raca Nelore apresentaram diametro e volume de CL menores que
novilhas da raca Holandesa, como também observado em prévio estudo com
ambos 0s grupos genéticos (BASTOS et al., 2010). Ainda, no presente estudo
foi observada menor taxa de ovulagdo para novilhas da raca Nelore que para
novilhas da ragca Holandesa. Como foi descrito anteriormente, altas
concentracfes circulantes de P4 podem diminuir a pulsatilidade de LH
(BERGFELD et al.,, 1996). Desta forma, provavelmente devido as altas
concentragcbes de P4 durante o protocolo hormonal, novilhas da raca Nelore
apresentaram inferiores taxa de crescimento e diametro do foliculo dominante,
comprometendo o crescimento folicular e refletindo em reduzida taxa de

ovulacdo quando comparada as novilhas da raga Holandesa.
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Em relacdo a dieta fornecida, novilhas submetidas a alta ingestdo de
matéria seca/energia apresentaram maior taxa de crescimento folicular que
novilhas submetidas a baixa ingestdo de matéria secal/energia, em
concordancia com outros estudos (ARMSTRONG et al., 2001; MOLLO et al.,
2007; SARTORI; BARROS, 2011). Além disso, foi observado que novilhas
submetidas a alta ingestdo de matéria secal/energia apresentaram maior
didmetro folicular no dia oito, nove e dez do protocolo hormonal. A maior
ingestdo de alimento aumenta a concentracdo de acidos graxos volateis no
ramen. Um destes acidos graxos € o acido propidnico, principal precursor de
glicose em ruminantes, capaz de estimular a secrecdo de insulina. Assim,
possivelmente 0 maior consumo de energia aumentou 0s niveis de glicose,
insulina e IGF-I (SANTOS; AMSTALDEN, 1998). O aumento nas
concentracfes de IGF-1 e insulina poderiam estimular o aumento da taxa de
crescimento folicular, refletindo em maior didmetro do foliculo dominante em
animais que recebem dietas com alta ingestdo de matéria seca/energia
(MURPHY et al., 1991; ARMSTRONG et al., 2001). Ainda, a maior ingestao de
energia esta associada ao aumento na liberacdo de LH induzida pelo hormonio
hipotalamico liberador de LH (LHRH; RANDEL; RHODES, 1980; RUTTER et
al., 1983), favorecendo o crescimento folicular.

Ainda, a maior ingestdo de matéria seca aumenta o volume de fluxo
sanguineo hepatico, 0 que permite maior metabolizacdo dos horménios
esteroides no figado (SANGSRITAVONG et al., 2002; WILTBANK et al., 2006).
Esses achados podem explicar a reducao da concentracdo plasméatica de P4
durante o protocolo de sincronizagcdo nas novilhas do presente estudo
submetidas a alta ingestdo de matéria seca. Reduzidas concentracdes de P4
durante o protocolo de sincronizagcdo podem ter promovido aumento da
pulsatilidade de LH e do crescimento do foliculo dominante (CIPRIANO et al.,
2011). No presente estudo foram realizadas coletas de sangue a cada 15 min
por um periodo de 6 h para posterior avaliacdo da pulsatilidade de LH durante
o dia 7 do protocolo hormonal. Embora ainda ndo tenhamos essas andlises, é
provavel que a maior frequéncia na pulsatilidade de LH seja observada em
fémeas submetidas a alta, comparada a baixa ingestdo de matéria

seca/energia; e em fémeas Holandesas, comparada as fémeas da raca Nelore,
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devido a menor concentracdo circulante de P4 durante o protocolo de
sincronizagao observada nestes grupos.

Independente da dieta fornecida, apos retirada do dispositivo de P4
novilhas da raca Holandesa apresentaram antecipadamente comportamento de
estro comparadas as novilhas da raca Nelore. Resultados semelhantes foram
observados em vacas de mesmas racas (BASTOS, 2012). O comportamento
de estro ocorre quando ha queda nas concentracdes circulantes de P4 e
aumento a nas concentracbes de E2 (ALLRICH, 1994). Neste estudo, a
concentracdo de P4 na retirada do dispositivo foi maior para novilhas Nelore.
Esses achados podem justificar o atraso no comportamento de estro nas
novilhas desta raca. Além disso, foi observado atraso no momento da ovulacéo
apos a retirada do CIDR® nas novilhas da raca Nelore. Esses resultados
podem estar relacionados as maiores concentracdes de P4 durante o protocolo
de sincronizagdo em novilhas da raca Nelore comparadas as novilhas
Holandesas. Em prévio estudo, vacas tratadas com dois dispositivos
intravaginais de P4 apresentaram altas concentracdes de P4, o que acarretou
em menor taxa de crescimento folicular, como também em atraso no pico de
LH e ovulacdo apdés a remocao do dispositivo (STOCK; FORTUNE, 1993).
Além disso, também foi verificado atraso no momento da ovulagdo em vacas
Nelore sincronizadas com dispositivos novos, que promovem maiores
concentracfes circulantes de P4 durante o protocolo de sincronizacdo, que
com dispositivos utilizados préviamente (CREPALDI et al., 2009). Verificou-se,
também, que novilhas da raca Holandesa apresentaram maior diametro do
foliculo dominante ao final do protocolo de sincronizacdo. Foliculos maiores
produzem maiores concentracdes de E2 (IRELAND; ROCHE, 1982; KRUIP;
DIELEMAN, 1985), que podem justificar a antecipacdo da manifestacdo do
estro e da ovulacao ao final do protocolo de sincronizacdo em novilhas da raca
Holandesa.

Neste estudo, um importante resultado observado foi que novilhas da
raca Nelore apresentaram maior concentracdo plasmatica de P4 durante o
protocolo de sincronizacdo, provavelmente devido a menor metabolizacdo
hepatica de P4, quando comparadas as novilhas da raca Holandesa. Esse
efeito foi mais evidente no inicio do protocolo de sincronizacdo. Da mesma

forma, quando foi avaliada a concentracdo plasmatica de P4 no momento da
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bidpsia hepatica, verificou-se que novilhas da raca Nelore submetidas a baixa
ingestdo de matéria seca/energia apresentaram aumento na concentracdo de
P4 comparadas com novilhas da raca Nelore submetidas a alta ingestdo de
matéria seca/energia. Entretanto, esse efeito ndo foi verificado em novilhas
Holandesas submetidas aos mesmos protocolos de fornecimento de dieta.
Sabe-se que com o aumento da ingestdo matéria seca ha aumento do fluxo
sanguineo hepéatico e do metabolismo de esteroides no figado
(SANGSRITAVONG et al., 2002). No entanto, mesmo submetidas a baixa
ingestado de matéria seca/energia, novilhas da raca Nelore apresentaram maior
concentracdo de P4 que novilhas Holandesas. Desta forma, como também
discutido por (BASTOS, 2012) uma hipétese plausivel é que o metabolismo
hepatico de esteroides € mais lento em fémeas da raca Nelore como
caracteristica inerente a raca, e ndo apenas como efeito da ingestdo de matéria
seca.

Sabe-se que existem duas possiveis vias de metabolismo hepatico de
P4, uma envolvendo reacbes de monoxigenacdo e/ou hidroxilacdo que
envolvem enzimas da familia citocromo P450, e outra via que cataboliza P4
através de reagdes de reducdo, envolvendo enzimas 5a e 5B redutases. Em
relagdo as enzimas da familia citocromo P450, ndo foi observado efeito de
dieta para nenhum dos genes que codificam enzimas desta familia. No
presente estudo, foram particularmente avaliados os genes CYP3A4 e
CYP2C19. Corroborando nossos resultados, MATTOS et al, 2012 né&o
observaram diferenca na expressdo de mRNA de CYP2C e CYP3A apoés
ingestdo alimentar em ovelhas submetidas a dieta ad libitum e restrita. No
entanto, LEMLEY et al. (2008) observaram que a insulina altera a expressao
das enzimas CYP3A e CYP2C em vacas leiteiras. Diferentemente de MATTOS
et al.,, 2012, a biépsia hepética no presente estudo foi realizada em periodo
pré-prandial, no qual possivelmente ha baixas concentracfes circulantes de
insulina. Portanto, tanto em periodo com possivel aumento ou ndo de insulina,
a expressao de enzimas da familia citocromo P450 ndo foi alterada. Desta
forma, ndo esta totalmente definido se o aumento nas concentracdes de
insulina in vivo causado pela maior ingestdo de matéria seca e/ou energia €
suficiente para reduzir a expressao de enzimas hepéticas relacionadas ao

metabolismo de PA4.
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Ainda, um aspecto importante em relacdo a estes estudos sobre a
expressao e atividade de enzimas envolvidas no metabolismo hepético de P4 é
gue alguns trabalhos se basearam no cultivo de hepatdcitos in vitro (MURRAY,
1991; MURRAY, 1992). Além disso, a maioria dos trabalhos realizados in vivo
induziu aumento de insulina por meio de infusdo de propilenoglicol ou insulina
(LEMLEY et al., 2008; LEMLEY et al., 2008; VIEIRA et al., 2012), o que pode
ter contribuido para a diferenca nos resultados encontrados no presente
estudo, comparado a estudos anteriores.

Ainda, em relacédo as enzimas da familia citocromo P450, independente
da dieta fornecida, foi observada maior expressao de mRNA para CYP3A4 em
novilhas da raga Nelore comparadas as novilhas Holandesas. No entanto, este
foi o Unico gene mais expresso em novilhas da raca Nelore. JA em novilhas
Holandesas foi observada maior abundancia de transcritos para 0s genes
envolvendo o caminho das 5a e 5B redutases, particularmente os genes
AKR1D1, AKR1C4, SRD5Al1l. Baseado em estudos realizados com
microssomas hepaticos ovinos, o caminho mais comum do metabolismo de P4
no figado envolve a 6B e 21 hidroxilagao, realizado pelas enzimas CYP3A4 e
CYP2C19, respectivamente (MURRAY, 1991; MURRAY, 1992). Entretanto, a
maioria dos metabdlitos encontrados no sangue, urina e fezes sédo
provenientes do metabolismo envolvendo as 5a e 5B redutases (STUPNICKI;
WILLIAMS, 1968; CHANTILIS et al.,, 1996; SCHWARZENBERGER et al.,
1997). Essas informagdes sao indicativas de que este caminho possivelmente
represente a principal via de metabolismo hepéatico de P4 in vivo, como
revisado por (WILTBANK et al., 2012). Desta forma, embora exista um papel
critico do elevado fluxo sanguineo hepatico no aumento do metabolismo de
esteroides no figado (SANGSRITAVONG et al., 2002), os resultados deste
estudo sdo indicativos de que a modulagcdo da expressdo de genes
relacionados ao metabolismo de P4 pode justificar as diferencas nas
concentracdes circulantes de P4 observadas entre fémeas zebuinas e taurinas.

Ha indicios de que com a maior ingestdo de matéria seca ocorra maior
expressdo de enzimas hepaticas que metabolizam hormonios esteroides
(FERRELL, 1991). Em concordéancia com estes resultados, no presente estudo
foi observado maior abundéncia de transcritos para o gene AKR1D1 em

novilhas submetidas a alta ingestdo, comparada as submetidas a baixa
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ingestdo de matéria seca/energia. No entanto, para o gene AKR1C4 foi
observado maior abundancia de transcritos nas novilhas submetidas a baixa
comparada a alta ingestdo de matéria seca/energia. Estudos anteriores (HART
et al., 2014) descrevem que diferencas na concentracdo de P4 seguida da
restricdo alimentar podem ser parcialmente moduladas pelas diferentes
respostas na atividade enzimética da AKR1C. Esses achados sdo sugestivos
de efeito de dieta na modulacdo da expressao de genes relacionados ao
metabolismo de P4.

Desta forma, os resultados apresentados séo indicativos de que a
modulacdo da expressao génica de enzimas relacionadas ao metabolismo

hepético de P4 é regulada pelo grupo genético e pela dieta.
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12 CONCLUSAO

O efeito da dieta no perfil plasmatico de P4 durante o protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo comportou-se diferentemente conforme a raca.
Verificou-se aumento mais evidente das concentracbes plasmaticas de P4
durante o protocolo hormonal em novilhas Nelore submetidas a baixa ingestéo
de matéria seca que em novilhas Holandesas submetidas a mesma dieta.

Novilhas da raca Nelore (Bos indicus) apresentaram maiores
concentracbes plasméticas de P4, menor taxa de crescimento do foliculo
dominante, menor didmetro maximo do foliculo dominante e do CL e menor
taxa de ovulacdo ao final do protocolo de sincronizacdo que novilhas da raca
Holandesa (Bos taurus). Além disso, independentemente da raca avaliada, a
alta ingestdo de matéria seca/energia durante o protocolo de sincronizacao da
ovulacdo resultou em menores concentracdes plasmaticas de P4, maior taxa
de crescimento folicular e maior didmetro do foliculo dominante e do corpo
liteo. Desta forma, estes resultados sdo indicativos de que existe efeito de raca
e de ingestdo de matéria seca no metabolismo hepatico de P4, refletindo
diretamente na resposta folicular ao protocolo de sincronizacao da ovulacao.

Ainda, verificou-se efeito na modulacdo da expressao de enzimas
hepaticas relacionados ao metabolismo de P4 conforme 0s grupos genéticos e
a dieta fornecida. Foi observada maior expressdo de enzimas hepéaticas
relacionadas ao metabolismo de P4 em novilhas da raca Holandesas que em
novilhas da raca Nelore. Ainda, os genes mais expressos em novilhas da raca
Nelore estdo envolvidos em diferentes vias de catabolismo de P4 no figado,
guando comparados aos genes mais expressos em novilhas Holandesas.
Assim, os dados sao indicativos de que a menor metabolizacdo hepética de P4
em novilhas da raca Nelore possa ser uma caracteristica inerente a raca, e nao

somente ao consumo de matéria seca.
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Figura 22. Modelo hipotético grafico de fatores envolvidos no metabolismo de
progesterona (P4) em novilhas Bos indicus (Nelore) e Bos taurus (Holandesa) durante
protocolo de sincronizacao da ovulacdo com dispositivo intravaainal de P4.
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Fonte: Batista, E.O.S. (2015)

Legenda: (A) Novilhas Bos indicus (Nelore) e Bos taurus (Holandesa) submetidas a alta
ingestdo de matéria seca demonstram maior fluxo sanguineo hepético, o que resulta em maior
catabolismo de P4 no figado. Com a baixa ingestdo de matéria seca ha menor fluxo sanguineo
hepatico, o que resulta em menor catabolismo de P4. No entanto, esta diferenca do efeito da
alta e baixa ingestao de matéria seca na concentracao circulante de P4 durante protocolo para
sincronizacdo da ovulacdo com P4 parece ser mais pronunciada em novilhas Nelore. Ha
também o efeito das enzimas hepéticas envolvidas no catabolismo de P4 (B) que também
contribuem para as diferentes concentracdes circulantes de P4 que se observa entre ambos os
grupos genéticos, o que resultara em diferentes respostas ao protocolo para IATF.
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13. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo colaboram para maior compreensao
dos fatores envolvidos com a metabolizacdo de P4 e na resposta folicular ao
tratamento de sincronizacdo da ovulacdo em fémeas zebuinas e taurinas.
Novilhas da raca Nelore apresentaram maiores concentragdes circulantes de
P4 durante o protocolo de sincronizacdo. Além disso, os efeitos de dieta foram
mais pronunciados nas novilhas da raca Nelore. A baixa ingestdo de matéria
seca/energia promoveu maior aumento nas concentracdes plasmaticas de P4
em novilhas da raca Nelore durante o protocolo de sincronizacdo, comparado
as novilhas da raca Holandesa. Esses resultados podem justificar, em parte, a
resposta folicular ao protocolo de sincronizacdo e a reduzida taxa de
concepcao a IATF frequentemente observada em novilhas Nelore durante a
estacao reprodutiva.

Desta forma, em novilhas da raca Nelore, a utilizacdo de dispositivos
intravaginais que contém baixa concentracdo de P4 é indicada para evitar
comprometimento no crescimento folicular e resposta ao protocolo de
sincronizacdo. Ainda, o fornecimento adequado de matéria seca/energia
durante a estacdo reprodutiva pode colaborar na reducédo das concentracfes
plasmaticas de P4, melhorando a resposta folicular ao protocolo de
sincronizac@o da ovulagéo. Além disso, o uso da PGF,a no inicio do protocolo
de sincronizacao promove lise do CL e assim pode reduzir os efeitos negativos
da P4 no crescimento folicular.

De forma inédita, os resultados do presente estudo demonstraram
diferenca na regulacdo da expressédo génica de enzimas envolvidas com o
metabolismo de hepatico de P4 entre novilhas da raca Holandesa e Nelore,
independente da dieta fornecida (figura 22 e 23). Essas informacdes sdo Uteis
para o entendimento das possiveis diferencas de respostas aos protocolos de
sincronizacdo que empregam esteroides, e podem contribuir para futuras
pesquisas que procuram melhorar a eficiéncia da sincronizacdo da ovulacao

nos diferentes grupos genéticos.
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Figura 23. Modelo hipotético das enzimas envolvidas na primeira fase do metabolismo hepatico de
progesterona (P4) em novilhas da raca Nelore (Bos indicus), independente da dieta fornecida
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Fonte: Fonte: Batista, E.O.S. (2015). Adaptado de Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes: Steroid Hormone Biosynthesis. Disponivel em: http://www.kegqg.jp. Acesso em: 31
ago.2015.

Legenda: Nos hepatdcitos, a progesterona (P4) pode ser catabolizada por dois principais
caminhos metabdlicos, um envolvendo reacgdes de reducéo (@) pelas enzimas 5 - alpha
(SRD5A1, SRD5A3, AKR1C4, AKR1C3) e 5 - beta redutases (AKR1D1) e outro envolvendo
reacbes de hidroxilaca@ (... ) pelas enzimas da familia citocromo P450, no modelo
representado pela CYP2C19 e CYP3A4. Ambas as reagbes resultam em metabdlitos
hidrofilicos. Em novilhas da raga Nelore (Bos indicus), independente da dieta fornecida (alta ou
baixa ingestdo de matéria seca), o caminho envolvendo reacdes de hidroxilacdo,

particularmente com uma maior abundancia de transcritos para o gene CYP3A4 (*) foi
observado no presente estudo
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Figura 24. Modelo hipotético das enzimas envolvidas na primeira fase do metabolismo hepatico de
progesterona (P4) em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus), independente da dieta fornecida.
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Fonte: Fonte: Batista, E.O.S. (2015). Adaptado de Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes: Steroid Hormone Biosynthesis. Disponivel em: http://www.keqg.jp. Acesso em: 31
ago.2015.

Legenda: Nos hepatécitos, a progesterona (P4) pode ser catabolizada por dois principais
caminhos metabdlicos, um envolvendo reac¢des de reducdo (@) pelas enzimas 5 - alpha
(SRD5A1, SRD5A3, AKR1C4, AKR1C3) e 5 - beta redutases (AKR1D1), e outro envolvendo
reacbes de hidroxilaca® (....) pelas enzimas da familia citocromo P450, no modelo
representado pela CYP2C19 e CYP3A4. Ambas as reagBes resultam em metabdlitos
hidrofilicos. Em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus), independente da dieta fornecida (alta
ou baixa ingestdo de matéria seca), o caminho envolvendo rea¢bes de reducdo,
particularmente com uma maior abundéncia de transcritos para o gene AKR1D1, SRD5AL,

AKR1C4 (*) foi observado no presente estudo
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