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RESUMO

AMORIM, Lincoln da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2008. Qualidade de oécitos e embrides de cabras alimentadas com
uréia na dieta. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-
orientadores: José Domingos Guimaraes e Giovanni Ribeiro de
Carvalho.

O primeiro experimento teve como objetivo avaliar o efeito do
fornecimento de dietas contendo uréia para cabras da raga Toggenburg sobre
0 numero, a qualidade, o estadio de desenvolvimento embrionario e o status
folicular antes da superovulagdo. Dezoito cabras foram divididas para
receberem 0 (n=8) ou 2,4% (n=10) de uréia na matéria seca total da dieta
(UMS). Apo6s a adaptacdo semanais com concentragbes intermediarias de
uréia (0, 1,0 e 2,0% de UMS), as cabras foram sincronizadas e superovuladas
e 0s embrides coletados pela técnica transcervical entre o sétimo e o oitavo dia
apds a cobertura. Os embrides coletados foram classificados quanto a sua
qualidade e estagio de desenvolvimento de acordo com os critérios
morfolégicos da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS).
Os ovarios foram examinados por ultrassonografia transretal antes da primeira
aplicacdo de FSH para mensurar o didmetro e a contagem do numero de
foliculos em cada categoria de diametro. A duragdo do estro e o intervalo da
retirada do dispositivo intravaginal de progesterona ao inicio do estro n&o foram
influenciados pelo tratamento com uréia na dieta (P>0,05). Onze cabras
responderam a superovulacdo. O numero de estruturas e de embrides nao
diferiu entre os animais dos tratamentos (P>0,05). O numero e a percentagem
de embrides viaveis e o numero e a percentagem de embrides excelentes e
bons também nao foram influenciados pela adicdo de 2,4% de uréia na matéria
seca. Os embrides coletados das cabras alimentadas com uréia apresentaram
estadio de desenvolvimento mais avancado que aqueles provenientes de
animais nado alimentados com uréia. O status folicular antes da aplicacdo da
primeira dose de FSH revelou que o numero de foliculos com diametro menor
que 5 mm foram menores no grupo alimentado com uréia (P<0,05). No
segundo experimento, dez cabras da raga Saanen receberam as mesmas
dietas descritas no experimento anterior (0% de UMS, n=5 e 2,4% de UMS,

n=5) para se avaliar o efeito da uréia na dieta sobre o perfil metabdlico do
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sangue (glicose e uréia) e o perfil metabodlico (glicose e uréia) e hormonal
(estradiol, progesterona e testosterona) do fluido folicular. As cabras foram
submetidas a laparotomia para aspiragcdo dos maiores foliculos presentes em
cada ovario e tiveram seu sangue coletado no dia da aspiragéo folicular. As
concentracgdes foliculares de estradiol diminuiram nos animais alimentados com
uréia e as concentracdes de testosterona aumentaram, em relacdo aqueles
nao alimentados com uréia (P<0,05). As concentragdes de progesterona no
fluido folicular n&o diferiram entre os animais alimentados com as diferentes
dietas (P>0,05), entretanto estas apresentaram maiores médias no tratamento
com 2,4% de UMS. A relagdo estradiol/progesterona foi menor no fluido
folicular dos animais do tratamento com 2,4% de UMS (P<0,05). No terceiro
experimento, a resposta a estimulagao ovariana foi verificada em 10 cabras da
raga Saanen alimentadas com uréia na dieta (0, n=5 e 2,4% UMS, n=5) e
submetidas a laparotomia para avaliagdo da resposta ovariana apds estimulo
hormonal e a qualidade dos odcitos recuperados. A resposta ovariana nao foi
influenciada pela alimentagdo com uréia (P>0,05). A alimentagdo com dietas
com 2,4% de uréia na matéria seca proporcionou maior recuperagao de odcitos
desnudos, parcialmente desnudos e ou degenerados em relagdo as fémeas
submetidas a alimentagdo sem uréia na dieta (P<0,05). Maior proporgéo de
oocitos desnudos, parcialmente desnudos e ou degenerados foi encontrada em
relacdo aos demais quando estes foram recuperados de cabras alimentadas
com uréia (P<0,05). Foram encontrados dois tipos morfologicos de citoplasma
em cabras da raga Saanen, que diferiram pela coloragcédo e aspecto, entretanto
estes nao apresentaram diferencas entre os animais alimentados com

diferentes concentragbes de uréia na dieta (P<0,05).



ABSTRACT

AMORIM, Lincoln da Silva Amorim, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
May 2008. Oocyte and embryo quality from goats feed with urea on
the diet. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-Advisers: José
Domingos Guimaraes and Giovanni Ribeiro de Carvalho.

The first experiment was designed to evaluate the effect of urea
concentration in the diet of Toggenburg breed goats on the number, quality,
developmental stage and follicular status prior to superovulation. Eighteen
goats were randomly assigned to receive 0 (n=8) or 2.4% (n=10) of urea in the
dry matter of the diet (UDM). After weekly adaptation to intermediary
concentrations of urea in the diet (0, 1.0 and 2.0% UDM), goats were
synchronized and superovulated and embryos flushed by transcervical
technique between the seventh and eighth day after matting. The embryo
colleted was grading by quality and developmental stage using the criteria
determined by International Embryo Transfer Society (IETS). The ovary was
scanned (examined) by transrectal ultrasonography before the first FSH
administration to measure the diameter and to count the number of follicles
included in each diameter category. The estrus length and the interval between
the withdrawal of vaginal progesterone device to the onset of estrus was not
influenced by urea treatment on diet (P>0.05). Eleven goats responded to
superovulation. The number of structures and embryos were not different
between the treatments (P>0.05). The number and percentage of viable
embryos and the excellent/good ones were not affected by the addition of 2.4%
of UDM. Embryos flushed from goats fed with urea showed an advanced
developmental stage compared to the ones not fed urea (P<0.05). The follicular
status before FSH administration showed a small number of follicules with
diameter less than 5 mm in animals fed with urea (P<0.05). In the second
experiment, ten Saanen breed goats were distributed randomly and feed with 0
(n=5) and 2.4% (n=5) of UDM in accord to evaluate the effect of urea in the diet
on the blood glucose and urea metabolic profile and hormones (oestradiol,
progesterone and testosterone) and glucose and urea metabolic profile in the
follicular fluid. Laparotomy was performed to aspirate the big follicules in each
ovary and jugular blood was punctured on day of aspirations. The follicular

oestradiol concentrations declined in the animals fed with urea and testosterone
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concentrations increased, when compared to the animals not fed urea (P<0.05).
Follicular fluid progesterone concentrations did not differ among animals fed
with the different diets tested (P>0.05), nevertheless the mean absolute number
was greater in the 2.4% of urea treatment. Estradiol/progesterone rate was
lower in the follicular fluid from animals fed with 2.4% UDM (P>0.05). In the third
experiment, the stimulatory response, the oocyte quality and the morphology
were determined from ten Saanen breed goats randomly distributed in to two
treatments (0 and 2.4% of urea UDM) and were submitted to laparotomy in
order to evaluate the ovarian response after hormonal stimuli and the quality of
recovered oocytes. The ovarian response was not affect by urea level (P>0.05).
Diets with 2.4% of urea increased the recovery rate of denude oocytes, partially
denuded and or degenerated in relation to the animals not fed urea (P<0.05).
High proportion of denuded oocytes, partially denuded and, or degenerated
were recovered compared to the other categories from animals fed with 2.4% of
UDM (P>0.05). Two morphological types of cytoplasm were found in Saanen
goats, with differ by color and aspect, on the other hand they were not affected
by urea concentrations in the diet (P<0.05).
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1 — INTRODUGAO GERAL

O desenvolvimento da caprino-ovinocultura vem apresentando um ciclo
de crescimento mundial. Esse crescimento foi intensificado, sobretudo nos
paises em desenvolvimento nos ultimos anos, que sao detentores dos maiores
rebanhos. Projeta-se um crescimento da ordem de cinco vezes o rebanho atual
nos proximos 20 anos, multiplicando o rebanho atual em mais de 50 milhdes de
cabecas (FONSECA, 2005). Dentro dessa perspectiva, ha uma necessidade da
aplicacado de técnicas de reprodugao assistida com o objetivo de aumentar a
eficiéncia reprodutiva e produtiva do rebanho para que possa haver um
aproveitamento mais eficiente dos gendtipos utilizados. Aliado a este aumento,
demanda-se um conhecimento maior sobre as relagdes existentes entre a
nutricdo e reproducao destes rebanhos.

Na regido Sudeste, as principais ragas exploradas para a produgao de
leite sdo a Saanen, Alpina e Toggenburg, ou mesticas destas, sendo os
sistemas de producgao tecnificados, com animais mantidos confinados em areas
restritas ou galpdes e a alimentacao fornecida no cocho diariamente.

As técnicas de reprodugao assistida como inseminacéo artificial (IA) e
transferéncia de embrides (TE) foram introduzidas na industria caprina e ovina
com os objetivos principais de acelerar o ganho genético de animais superiores
e de superar alguns obstaculos de eficiéncia reprodutiva (SMITH, 1986). Estas
biotecnologias vém sendo cada vez mais adotadas em rebanhos tecnificados
da regido Sudeste do pais.

Em relagédo a produgéo de embrides in vivo, fatores como a sanidade e o
estado nutricional do rebanho, a técnica de colheita e transferéncia dos
embrides e o manejo dos animais, podem ser controlados até certo ponto.
Entretanto, a variabilidade de resposta das doadoras de embrides aos
tratamentos super-estimulatérios com gonadotrofinas, continua a ser um dos
maiores problemas nos programas comerciais de TE aliado a outros fatores de
ordem nutricional.

Com o incremento da produgao in vitro de embrides caprinos e ovinos
nos ultimos anos, estes tém contribuido de maneira significativa para a
multiplicagdo de gendtipos de alta qualidade, bem como servindo de base para

estudos sobre o metabolismo e desenvolvimento embrionario (SEIDEL,



comunicado pessoal). A producdo in vitro de embrides nos pequenos
ruminantes tem uma importdncia fundamental principalmente devido a
producado de material para pesquisa basica a um baixo custo. Estes estudos
possibilitam a introdugcdo comercial de biotecnologias de ponta como
transferéncia nuclear e produgdo de transgénicos (COGNIE et al., 2003). E
ainda, a recuperagao de odcitos de boa qualidade de animais vivos para
producdo de embrides in vitro de animais geneticamente superiores tem se
apresentado promissor no cenario da caprinocultura atual.

A eficiéncia produtiva e econbmica dos sistemas de producido animal
depende, em grande parte, do uso de medidas racionais de manejo, sobretudo
no tocante a nutricdo dos animais, visto que a alimentagcdo representa uma
fragdo significativa dos custos de produgcdo. Neste sentido, o correto
balanceamento das dietas possui grande importancia, sendo necessario para
isso o acurado conhecimento das exigéncias nutricionais dos animais, assim
como da composigdo bromatolégica e da disponibilidade de nutrientes nos
distintos alimentos.

A substituicdo de alimentos protéicos por fontes de baixo custo como a
uréia tem sido feita ha muitos anos de forma a diminuir os custos de producéao
da proteina da dieta. As primeiras pesquisas com este elemento datam da
década de 70 e ainda hoje continuam despertando o interesse, pois esta pode
ter efeitos tanto na produgdo como na reproducdo das diferentes espécies de
ruminantes.

Até o presente momento sabe-se que dietas com elevada concentracao
de proteina bruta (PB) na dieta, altas concentragcbes de proteina degradavel no
ramen (PDR) e aumentos nos perfis metabdlicos e intra-foliculares de
substancias relacionadas com o metabolismo da proteina da dieta, foram
relacionados a falhas reprodutivas, efeitos adversos na qualidade embrionaria
e alteragbes no desenvolvimento de odcitos das diferentes espécies de
ruminantes domeésticos. Entretanto, seu exato mecanismo de acédo e as vias
pelas quais estes fatores prejudicam a reproducdo de maneira geral
permanecem desconhecidos ou pouco esclarecidos. E ainda, considerando a
producdo de embrides in vitro pelo aspecto da eficiéncia, esta tem sido
prejudicada por compostos gerados pelos meios de maturagéo e cultivo e suas

condig¢des, os quais sao também relacionados ao metabolismo de proteinas ou



aminoacidos dos embrides, que de alguma maneira causam efeitos adversos
no desenvolvimento futuro destes. Ou ainda, em sistemas de maturacao e
cultivo in vitro, a ambnia gerada pelo metabolismo e aquela da quebra
espontanea dos aminoacidos é toxica para gametas e embrides.

Ha que consider que o tipo e a qualidade/quantidade da dieta fornecida
a fémeas antes de se iniciar os programas de superestimulagdo tem forte
influéncia sobre a fungdo ovariana, desenvolvimento e qualidade dos odcitos
recuperados, capacidade de maturagao/fertilizagao/clivagem in vitro, resposta
superovulatéria e qualidade embrionaria in vivo. Portanto, uma avaliagado de
dietas que poderiam diminuir os custos de producdo da proteina para cabras
doadoras de odcitos e embrides, se faz necessaria.

Pelo exposto, objetivou-se avaliar os efeitos do fornecimento de duas
dietas, sem e com a presenca de uréia (0 e 2,4% na MS total da dieta) para
cabras Toggenburg e Saanen, a fim de avaliar a resposta a superovulagéo, a
qualidade e o estadio de desenvolvimento embrionario, o status folicular
ovariano prévio a superovulagao, as concentragdes hormonais e de metabdlitos

do sangue e do fluido folicular, a qualidade dos odcitos, e a resposta ovariana.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Uréia e seu metabolismo em ruminantes

Entre os alimentos concentrados, os suplementos protéicos tém sido
responsaveis pelo alto custo da alimentacdo. As proteinas sdo fontes de
aminoacidos e sao constituintes de todas as células corporais, e por isto sdo
componentes essenciais das dietas. Portanto, o conhecimento da utilizagdo de
compostos nitrogenados € interessante sob o ponto de vista da produgéo
animal.

A proteina bruta contida nos alimentos (N x 6,25) é composta por uma
fragdo degradavel (PDR) e uma ndo degradavel (PNDR). Esta ultima atravessa
o ambiente ruminal livre da agado microbiana, podendo ser digerida no abomaso
e duodeno. Por outro lado, a fragdo degradavel € fermentada no rumen
originando, dentre outros compostos, peptideos, aminoacidos e amobnia, os
quais podem ser utilizados para sintese de proteina microbiana (NRC, 2007).

Os produtos nitrogenados n&o protéicos (NNP), em especial a uréia tem
sido, durante anos, tema de centenas de pesquisas no Brasil e no mundo,
especialmente por se tratar de um substituto da proteina, de baixo custo e
relativa facilidade de administragcdo. Possivelmente, WEISKE (1879) citado por
HELMER e BARTLEY (1971) foi o primeiro a sugerir o uso de uréia como
substituto a proteina na dieta de bovinos. E desde entdo a mesma vem sendo
incluida na dieta de ruminantes. Mas, foram as pesquisas de HART et al.
(1939), que demonstraram os aspectos nutricionais da utilizacdo de uréia na
dieta de ruminantes e oficialmente, na época, foi incorporada a alimentagcao de
bovinos nos EUA (HELMER e BARTLEY, 1971).

Estudos recentes tém revelado relagbes entre nutricdo e melhora da
fertilidade de ruminantes nos periodos onde a sensibilidade aos fatores
nutricionais € maior, como na producdo de gametas. Observa-se a
necessidade de utilizacdo de formulagdes nutricionais precisas que atendam as
necessidades das diferentes espécies de ruminantes e gendtipos, assim como
dos diferentes sistemas de produgdo em que os animais sao mantidos e das
biotecnologias reprodutivas as quais sdo submetidos (ROBINSON et al., 2006).



A uréia foi descoberta por Hilaire Rouelle em 1773. Foi o primeiro
composto organico sintetizado artificialmente em 1828 por Friedrich Woehler,
obtido a partir do aquecimento do cianato de amoénio (sal inorganico)
(WIKIPEDIA, 2008).

A uréia exdgena € uma fonte de nitrogénio nao protéico altamente
soluvel em agua e em alcool. Constitui um composto orgénico (contendo
nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono), solido de cor branca e cristalina por
meio do sistema prismatico (Figura 1a) e sabor amargo. E classificada
guimicamente como amida e, por isso, € considerada um composto NNP,
possui em sua composi¢cao pequena quantidade de ferro e chumbo, que nao
s&o considerados toxicos (TEIXEIRA e SALVADOR, 2004).

A uréia sintética € um produto quimico obtido a partir da sintese da
amobnia com o diéxido de carbono, sob condi¢cbes elevadas de temperatura e
pressdao. O produto tem a formula estrutural NH,CONH, (Figura 1b) e
apresenta na sua composigao 46,4% de nitrogénio; 0,55% de biureto; 0,25% de
agua; e 0,08% de amobnia livre e cinzas, e sua forma tridimensional é
apresentada na Figura 1b. E encontrado na maioria das vezes no estado
soélido, higroscépico e possui elevada solubilidade em agua, alcool e benzina
(COELHO DA SILVA e LEAO, 1979).

Figura 1. Uréia: a — Aspecto fisico, b — Férmula quimica e tridimensional.

Considerada como fragdo imediatamente soluvel em agua ou fracédo A
pelo sistema CNCPS (Cornell Net Carbohydrate and Protein System); (FOX et



al., 1992), a uréia também pode fornecer nitrogénio para produg¢do de proteina
microbiana, pois possui o nitrogénio em sua molécula sob a forma de dois
grupos amina (LEHNINGER, 1986). Conforme demonstrado na Figura 1b.

Os ruminantes, por serem associados simbioticamente com a microbiota
ruminal, dispdem da uréase microbiana e, sendo assim, sdo aptos a
aproveitarem a uréia como fonte de nitrogénio para a sintese de proteina
microbiana (RUSSEL e RYCHLIK, 2001).

Ao entrar em contato com o fluido ruminal, a uréia sofre hidrolise por
acao da enzima urease, produzida pelas bactérias ruminais, sendo entéo
convertida em amoénia (Figura 2). A urease provoca a ruptura das ligagdes da
molécula de uréia juntamente com uma molécula de agua, sendo produto desta
reacdo duas moléculas de aménia (NH3) e uma molécula de didéxido de
carbono (COy).

UREIA —LHL%EA%* 2NH; + 2H* «<—= 2NH,*
7 ?

Figura 2. Esquema de hidrolise de uréia no rumen.

Dependendo do pH ruminal a uréia é transformada em aménio (NH;") ou
amoénia (NHs3) (VISEK 1984). Quanto mais alto o pH ruminal maior a
concentragdo de NHs; Enquanto que aménio € hidrossoluvel e ndo absorvido
pela parede ruminal a aménia € lipossoluvel e muito disponivel para ser
absorvida.

Quando existe inapropriada disponibilidade de carboidratos prontamente
fermentaveis na dieta ou ainda quando o pH ruminal esta elevado, ha um
aumento da fungcdo das bactérias produtoras de uréase e a habilidade de
producdo de proteina microbiana € superada, resultando na producao
excessiva de amodnia, levando a alcalose sistémica e encefalopatia (NRC,
2007).

A produgdo de amébnia no interior do rumen e a sua presenga no

intestino podem difundir-se rapidamente do trato digestivo para o sangue



portal. O fluxo portal de amdnia pode representar 16 a 95% do nitrogénio
ingerido e esta diretamente relacionado com o consumo de nitrogénio
digestivel. Além disso, tende a aumentar com o uso de fontes protéicas de
maior degradabilidade ruminal (VAN SOEST, 1994).

A absorcdo de amoénia € diretamente proporcional a sua concentracao
ruminal e aumenta com o aumento do pH do fluido ruminal, conforme dito
anteriormente. Desse modo, sua absorgcdo ocorre por difusdo passiva da sua
forma dissociada, ou seja, de sua forma nao carregada eletricamente. O figado
capta praticamente toda a aménia que chega até a si pelo sistema portal,
podendo utilizar uma parte em reagdes de transaminagdo, mas principalmente,
convertendo-a em uréia, ciclo da uréia (Figura 3).

Este ciclo consiste em cinco etapas que sao controladas
enzimaticamente. Sendo catalizadas pela carbamil fosfatase sintetase, (CPS-
1), ornitina transcarbamilase (OTC), arginino succinato sintetase,
argininosuccinase e arginase. O figado é o 6érgdo mais importante na sintese
de uréia, porque as enzimas CPS-1 e OTC sao muito limitadas as mitocéndrias
hepaticas. A CPS-1 é ativada pelo N-acetyl-glutamato ou por um de seus
analogos. O N-acetyl-glutamato é sintetizado por uma enzima mitocondrial, a
acetylglutamato sintetase, a qual é estimulada pela arginina. As outras trés
enzimas do ciclo da uréia sdo enzimas citosolicas e tém atividades limitadas
em varios outros o6rgdos. Dentro do ciclo da uréia, a CPS-1 e a
argininosuccinase sintetase, sao fatores limitantes. A ornitina, a citrulina e a
arginina, sdo carreadores essenciais de nitrogénio nesse processo (VISEK,
1979).

Esta conversdo custa para o animal 12 kcal/g de nitrogénio (VAN
SOEST, 1994). Assim com o fluxo portal de amoénia, a producédo hepatica de
uréia endogena esta diretamente relacionada ao consumo de nitrogénio
digestivel. Da uréia produzida pelo figado (a partir da amdnia originada no trato
digestivo e de aminoacidos deaminados), uma parte é excretada na urina, uma
parte na saliva e outra parte passa diretamente da circulacdo para o lumen do

trato digestivo pelo epitélio (Esquema 1).
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Esquema 1. Vias pelas quais a uréia e ambnia podem percorrer. Fonte:
HAMMON, 1998.

A uréia sanguinea é o produto final do metabolismo de aminoacidos,
sendo produzida por todos os mamiferos como forma de eliminar o excesso de
nitrogénio (BANKIR 1996).

A uréia, forma de excrecdo do nitrogénio resultante do catabolismo
protéico dos mamiferos pode ser reciclada ao ambiente ruminal, tanto pela
saliva como pelo sangue e utilizada como fonte de nitrogénio pelos
microrganismos ruminais. O nivel médio de nitrogénio na saliva gira em torno
de 0,1 a 0,2%, dos quais 60-80% estdo na forma de uréia. Contudo, este teor &
extremamente variavel, sendo reflexo direto da concentracdo de uréia no
plasma, podendo variar de cerca de 8 mg/dL em dietas com baixo teor protéico,
até 40 mg/dl em dietas com alto teor de proteina (CHURCH, 1988). No entanto,
OBARA e SHUNBAUASHI (1979), citados por CHURCH (1988), afirmaram que
altos niveis de amdnia no rumen ou no sangue jugular podem inibir a secregéo
pelas glandulas parétidas. O excesso de PB ou de PDR e o fornecimento de
uréia na dieta como fonte de nitrogénio foram associados a elevada
concentragédo de N-uréico no soro (SUN) ou plasma (PUN) e ainda a elevagdes

nas concentragdes de N-uréico no leite (NUL).
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Figura 3. Ciclo da uréia no figado. Fonte CHAMPE & HARVEY, 1996.

Pelo sangue, a uréia pode chegar ao rumen por difusdo via parede
ruminal, sendo imediatamente convertida a aménia pelas bactérias ureoliticas
que habitam a parede do rumen. Segundo VAN SOEST (1994) o nivel de
ambénia no sangue tende a ser menor que no rumen, a0 passo que a
concentragdo de uréia € menor no rumen que no sangue, criando assim um
potencial favoravel de transferéncia muatua para os dois compostos. Contudo,
resultados de ENGLHARDT et al. (1978), citados por VAN SOEST (1994),
apontaram que a atividade ureolitica dos microrganismos da parede ruminal é
reduzida a altas concentragbes de amdnia no rumen, o que pode afetar a
atividade ureolitica e assim, a eliminagcédo de uréia para o rumen, dificultando o

gradiente de concentracdo via parede.



O NRC (1985; 1989) estimam que o nitrogénio reciclado varia de um alto
valor de 70% da proteina consumida, em uma dieta com 5% de proteina, a um
baixo valor de 11% da proteina consumida, em uma dieta com 20% de proteina
bruta. Por outro lado, VAN SOEST (1994) sugeriu que a quantidade de uréia
reciclada é relativamente independente do nitrogénio dietético, visto que, o
“pool” corporal de uréia esta sob controle homeostatico, entdo esta tenderia a
ser constante, ou seja, numa situagao de baixo nivel de consumo de nitrogénio,
uma grande proporgado do nitrogénio metabolizado pelo animal é reciclado na
forma de uréia e uma pequena porcao € excretada pela urina. Porém, quando a
ingestdo de nitrogénio dietético é alta, a porcentagem de uréia que é
degradada diminui, com o restante sendo perdido pela urina. Em animais de
alta producgao, os elevados niveis de consumo diluem o nitrogénio reciclado, a
um ponto em que se torna sem importéncia e o rumen fica mais dependente
das fontes exdgenas de nitrogénio e proteinas soluveis para suprir as
exigéncias microbianas.

Embora o uso da uréia proporcione varias vantagens na alimentagéo de
ruminantes, como diminui¢do do custo do nitrogénio da ragdo, a sua utilizagéo
inadequada pode acarretar sérios danos a saude animal, tais como problemas
de intoxicagao e principalmente desordens reprodutivas.

As concentragdes de uréia ndo devem exceder 1% da matéria seca da
dieta ou 1/3 da proteina total oferecida para dietas em vacas (NRC, 2001),
cabras (NRC, 1981, 2007) e ovelhas (NRC, 1985).

2.2. Nutrigao protéica e reprodugao animal

Embora o uso da uréia proporcione varias vantagens na alimentagéo de
ruminantes, como diminui¢do do custo do nitrogénio da ragdo, a sua utilizagéo
inadequada pode acarretar sérios danos a saude animal, tais como problemas
de intoxicagao e principalmente desordens reprodutivas.

A ambnia é considerada um produto téxico decorrente do metabolismo
ruminal e pode reduzir a fertilidade, quando do consumo de uréia alimentar e
da incapacidade do figado em transformar a amoénia em uréia além de certos

limites. No sangue, a elevacdo dos teores de amonia, uréia ou outros
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compostos nitrogenados n&o identificados (purinas, pirimidinas, biureto,
alcaldides, sais de aménio e nitrato) conduzem a elevagao de uréia e amoénia
em tecidos reprodutivos e fluidos (VISEK, 1984). Dietas com concentragbes de
proteina elevadas tem sido associada com reducgao da fertilidade e tem sido
reportada na literatura, utilizando diferentes espécies de ruminantes como
modelos para se elucidar tais efeitos.

A composigao idnica, metabdlica e hormonal das secre¢des dos 6rgaos
genitais pode ser alterada pela quantidade de compostos nitrogenados da
dieta, afetando a viabilidade dos espermatozdides, odcitos (AMORIM et al.,
2007, FERREIRA, 2007) ou embrides (ALVES, 2005; ALVES, 2007), por meio
de efeitos no metabolismo celular, resultando em redugao da fertilidade.

Concentragdes de uréia ou amdnia plasmatica tem sido reportada como
sendo prejudicial a reproducdo de diferentes espécies de ruminantes.
Diferentes concentragdes e quantidades de uréia na dieta vém sendo testadas
ao longo dos anos nas dietas destes animais, sem um rigor em relagdo ao
sincronismo entre a quantidade de energia e proteina, gerando assim efeitos
significativos ou n&o na reproducgao destes animais.

E ainda, o periodo de fornecimento de uréia também parece ser outro
fator relevante na qualidade dos embrides gerados em animais previamente
adaptados ou néo a dietas com uréia (DAWUDA et al., 2002).

O excesso de ambnia ou uréia no sangue pode alterar o eixo-
hipotalamico-hipofisario-gonadal pelo decréscimo da amplitude e frequéncia
dos pulsos de horménio luteinizante (LH) (KAUR e ARORA, 1995) e por
interferir com a ligagdo de LH aos receptores ovarianos (HAOUR et al., 1974,
citados por JORDAN et al., 1983), ocasionando reducdo da secrecao de
progesterona (PIRES e SUSIN, 1994) e, consequentemente, da fertilidade,
visto que, esse hormdnio é essencial ao desenvolvimento embrionario inicial e
a posterior manutencgéo da gestacao.

Maior concentragdo de progesterona sérica em vacas que receberam
12,7% de PB na dieta, em comparagao as que receberam 16,3% e 19,3% de
PB, no 14° dia do primeiro ciclo estral pds-parto, foi observado por JORDAN e
SWASON (1979). JORDAN et al. (1983) verificaram que a concentragdo de
progesterona plasmatica no 15° dia do ciclo estral foi de 19% maior nas vacas
que receberam 12% de PB na dieta, em comparagao as que receberam 23%

11



de PB. Da mesma forma, SONDERMAN e LARSON (1989) relataram que a
concentragdo de progesterona sérica no 12° dia do ciclo estral foi maior nas
vacas que consumiram dietas com 14% de PB do que naquelas que
consumiram dietas com 20% de PB (4,91 vs 3,47 ng/mL). Contudo SINCLAIR
et al. (2000) verificaram que o fornecimento de dietas que ocasionaram
elevacdo da concentragdo de progesterona plasmatica entre os dias quatro e
11 do ciclo estral e maior pico de progesterona plasmatica (8,9 vs 6,8 ug/L) no
14° dia do ciclo estral em novilhas.

Entretanto, BLAUWIEKEL et al. (1986) ndo observaram diferenga na
concentragado de progesterona sérica no dia do estro e durante a fase Iutea do
ciclo estral em vacas nao-lactantes que consumiram dietas com 15% ou 25%
de PB. Também ELROD e BUTLER (1993) ndo observaram diferengas na
concentragdo de progesterona plasmatica em novilhas que receberam
quantidade adequada ou excesso de PDR na dieta. Segundo BUTLER et al.
(1996), a concentracédo de progesterona plasmatica e sua taxa de aumento nos
cinco dias subsequentes a IA n&o diferiram entre vacas com concentragao de

PUN inferior ou superior a 19 mg/dL.

2.3. Fluidos reprodutivos

Considerando que as dietas podem causar uma alteragado rapida e
imediata em uma variedade de fatores humorais, os quais podem alterar as
vias sinalizadoras hormonais e metabdlicas, que s&o cruciais para a fungcao dos
fendbmenos reprodutivos, entdo as dietas podem ser causadoras de disturbios
metabodlicos e hormonais (O’'CALLAGHAN et al., 2000; BOLAND et al., 2001;
DISKIN et al., 2003).

As tubas uterinas tém a funcdo de conduzir os espermatozdides e
oocitos recém ovulados em diregdes opostas para que ocorra a fertilizacao.
Apos a fertilizacdo, os embrides permanecem nas trompas por mais ou menos
trés dias antes de alcancarem o utero (HAFEZ, 1995). Portanto, o
desenvolvimento inicial dos embrides ocorre nesta porgcdo do trato reprodutivo,
sob o controle de um ambiente irrigado por fluidos secretados por células
secretoras nao ciliadas. Considerando que a analise bioquimica do fluido do
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oviduto indicou que a secreg¢ao consiste de uma mistura de componentes de
origem plasmatica e produtos especificos derivados do metabolismo dos
tecidos (THIBAULT et al.,, 1993), assim, alteracbes dos componentes
bioquimicos do sangue podem ocasionar alteracbes neste ambiente e serem
prejudiciais a fertilizagdo e desenvolvimento inicial do embrido. Assim, o bom
desenvolvimento do embrido no inicio da prenhez esta intimamente relacionado
ao ambiente uterino-tubarico.

Segundo CHALMERS et al. (1971) citados por VISEK, (1984) a amdnia
e a uréia podem se difundir do trato alimentar para a cavidade peritoneal e para
a circulagcado periférica por difusdo simples, atingindo assim os oOrgaos
reprodutivos, visto suas facilidades de atravessarem a membrana plasmatica.
Falhas no transporte de embrides provenientes de ovelhas alimentadas com
excesso de proteina acarretaram mais tempo na ampola e, portanto exposicao
ao milieu intérieur deste compartimento (BERARDINELLI et al., 2001). KENNY
et al. (2002) encontraram maiores concentragdes de uréia e amonia no fluido
do oviduto quando da infusdo sistémica de cloreto de amdnia e uréia, sendo a
concentragdo de uréia no oviduto reflexo de suas concentragdes sistémicas.
Devido a sua associagao positiva com a circulagcao periférica, as concentracdes
deste metabdlico no oviduto estdo relacionadas e ja foram reportadas em
vacas (JORDAN et al., 1983) e ovelhas (McEVOY et al., 1997).

A alimentagdo com proteina em excesso alterou o ambiente uterino pela
reducdo das concentragbes de certos ions (JORDAN et al., 1983), elevacéo
nas concentragdes de uréia na secregdo uterina (JORDAN et al., 1983) e
reducdo no pH uterino durante a fase luteal (ELROD et al., 1993; ELROD e
BUTLER, 1993). Também em ovelhas alimentadas com 30g de uréia/kg de
alimento a secregao utero-tubarica apresentou maiores concentragdes de
amoénia e uréia em relagdo aquelas alimentadas com 2,5g de uréia/kg de
alimento (McEVOY et al., 1997).

O fluido uterino de vacas com PUN acima de 20 mg/dL, foi associado
com elevadas concentragbes de ambnia e uréia em relagdo aquelas com PUN
abaixo de 20 mg/dL no dia zero e no dia sete apos o estro (HAMMON et al.,
2005).

O fluido folicular & considerado um exudato sanguineo que mantém o

ambiente folicular sob determinadas concentragdes hormonais, metabdlicas e
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ibnicas favoraveis para o desenvolvimento do odcito. As concentragdes de
alguns dos seus constituintes tém sido relacionados ao desenvolvimento e
crescimento do gameta feminino, bem como a relacdo de certos metabdlicos
foliculares tem sido relacionado a baixa capacidade deste oécito ser fecundado
e de gerar um embrido normal in vitro (HAMMON et al., 2005). Durante o
periodo do desenvolvimento de foliculos antrais, o odcito adquire os estagios
de maturagdo nuclear e citoplasmatica requeridos para a ovulacao
(DRIANCOURT e THUEL, 1998), este processo €& sensivel aos niveis e
atividade de varias proteinas e esterdides presentes externo e internamente ao
ambiente folicular. Desse modo, SINCLAIR et al. (2000) reportaram maiores
concentragbes de progesterona intra-foliculares em od6citos de novilhas
alimentadas com dietas que provessem altas concentragdes de amobnia
circulante. Adicionalmente, altas concentragcbes de amédnia intra-foliculares
também foram verificadas nos foliculos derivados do grupo com altas
concentragbes de amonia circulante o que refletiu em menores taxas de
clivagem e producdo de blastocisto apdés maturagao, fertilizacdo e cultivo in
vitro (SINCLAIR et al., 2000).

Também, IWATA et al. (2006) observaram correlagdo negativa entre
desenvolvimento embrionario proveniente de odcitos extraidos de foliculos com
alta concentragao de uréia em seu fluido. Corroborando com isto, De WIT et al.
(2001) observaram efeitos negativos da suplementagdo com uréia no meio de
maturagao de odcitos e a qualidade dos embrides provenientes. E ainda, foram
observados uma alta porcentagem de odcitos interrompidos na metafase |
quando a uréia estava presente e dessa maneira reduzindo a percentagem de
oocitos fertilizados. OCON e HANSEN (2003) observaram que odcitos
expostos a concentragdes de uréia durante a maturacao interferiu com a
habilidade desses embrides formados de se desenvolverem ao estadio de
blastocisto. Vacas com PUN maior ou igual a 20mg/dL foram associados as
maiores concentragbes de amobnia e uréia no ambiente folicular de foliculos
pré-ovulatérios em relagdo aquelas com PUN menor que este valor (HAMMON
et al., 2005). Da mesma maneira, estudos in vivo com suplementagao de uréia
a novilhas (75g/animal/dia) também causou diminuicdo da taxa de blastocistos
produzidos no dia 11 (FERREIRA, 2007).
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Os fluidos intra-foliculares tem concentragdes de glicose maiores que as
concentragbes séricas (LEROY et al., 2004), apesar de haver um grande
consumo deste pelas células foliculares e pelo odcito. A glicose tem um
importante papel no metabolismo ovariano como um todo, devido ser a maior
fonte de energia para o ovario, possivelmente metabolizada pelo ovario por
vias anaerdbicas, levando a formagao de lactato. As concentragdes de glicose
tém sido correlacionadas positivamente com o diametro do foliculo em cabras
(THAKUR et al., 2003), ovelhas (NANDI et al., 2007) e vacas (LEROY et al.,
2004; LANDAU et al., 2006).

2.4. Perfil dos metabdlitos sangliineos e de enzimas hepaticas

Marcadores bioquimicos s&o substancias cuja determinagdo em
amostras de tecidos ou fluidos animais, permitem estabelecer o grau de
adequacao metabdlica ou de homeostase em um processo bioquimico do
organismo de um animal ou de um grupo de animais (WITTNER, 2000).

A maioria dos transtornos metabdlicos pode ser detectada mediante o
uso de perfis bioquimicos no sangue e oferece uma importante perspectiva
para detectar em tempo alguns disturbios metabdlicos-nutricionais, que afetam
a saude, a producédo e a fertilidade do rebanho (WITTWER, 2000). Assim a
composi¢ado bioquimica do sangue reflete de maneira confiavel o equilibrio
entre o ingresso, o egresso e a metabolizacdo dos nutrientes nos tecidos
animais. O perfil metabdlico pode analisar inumeros metabdlitos, os quais
podem ser agrupados para testar o metabolismo protéico (hemoglobina, uréia,
proteinas totais, albumina, globulinas), o metabolismo energético (glicose,
corpos cetbnicos, [B-hidroxibutirato, &acidos graxos n&o esterificados,
triglicerideos, colesterol), o metabolismo mineral (calcio, fésforo inorganico,
magnésio, soédio, potassio, cobre, zinco, selénio) e a fungdo hepatica (enzimas
celulares: AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e
GGT (gama-glutamiltransferase)). Segundo GONZALES (2000), pelo perfil
metabodlico é possivel estudar e corrigir doengas metabdlico-nutricionais,
monitorar a adaptagdo metabdlica e diagnosticar desequilibrios da homeostase

de nutrientes.
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Tem sido reportado que a alta ingestdo de PB resulta em elevagdes na
uréia e amonia sistémica, que estdo associadas com o aumento da glicose
plasmatica (VISEK, 1984; MCEVOY et al., 1997). A hiperglicemia tem sido
associada a elevados niveis sistémicos de amobnia em bovinos (FERNANDEZ
et al., 1990). Sugere-se que a alta concentragdo de glicose sistémica induzida
pela hiperamonemia pode ser medida pela menor utilizacdo de glicose pelos
tecidos periféricos ou, talvez pelo aumento da gliconeogénese (FERNANDEZ
et al.,, 1990). Além disso, concentragcdes de glicose plasmatica acima de 90
mg/dL s&o geralmente inibitérios para o desenvolvimento do embrido
(THOMPSON, 1996) e, isto pode ser devido ao fato da alta concentragao de
glicose interferir com a sinalizagao celular ou alterar o ciclo de Krebs (BOLAND
et al., 2001). Altas concentracdes de glicose no meio de cultivo foram
relacionadas ao comprometimento do desenvolvimento embrionario in vitro
(TAKAHASHI e FIRST, 1992).

2.5. Status Folicular no inicio da superovulagao

A TE além de permitir a multiplicacdo rapida de individuos
geneticamente superiores, dentro da raga, favorece também, a reducédo do
intervalo de geragbes por possibilitar a obtencdo de embrides de fémeas
doadoras jovens ou ndo e até mesmo de animais pré-puberes (MANJUBAR et
al.,, 1990; SALLES et al.,, 1998; 2000). Para os caprinos, a TE vem se
desenvolvendo nos ultimos anos, devido a melhor compreensédo dos eventos
fisiolégicos desta espécie, avangos na manipulacdo hormonal e técnica de
colheita de embrides. Entretanto, alguns eventos necessitam ser melhor
investigados para a melhoria dos resultados, quer econdmicos ou produtivos.
Dentre os fatores relacionados a qualidade dos embrides avaliados no dia da
coleta destacam-se o efeito do tratamento superovulatério, os efeitos
nutricionais, a influéncia do estresse térmico, o momento da fecundacéao, a
regressédo prematura dos corpos luteos, o dia da coleta, o método empregado
para obtencdo dos embrides, a idade da doadora, efeito da estacdo, raca da
doadora e em destaque, os eventos enddcrinos das doadoras ao inicio do

tratamento ovulatoério ou o status ovariano.
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A interagcdo de dois desses fatores, como o status ovariano e
consequentemente a condicdo ovariana e a nutricdo sdo raros na espécie
caprina. Apesar de pesquisas com vacas (GUILBAUT et al., 1991, BO et al.,
2006) e ovelhas (GONZALEZ-BULNES et al., 2000; 2002; 2003b; VEIGA-
LOPEZ et al., 2006) em relagc&o ao status ovariano estar fundamentado e ainda
estar sendo pesquisado em cabras (MENCHACA et al., 2002; GONZALES-
BULNES et al., 2003a; MENCHACA et al., 2007) e relacionados a qualidade
embrionaria, pouco se sabe a respeito da interacdo entre nutricdo e o status
folicular ovariano, especialmente em tratamentos que utilizem a uréia como
parte dos ingredientes da dieta.

Estudos da influéncia do status folicular ovariano ao inicio do tratamento
superovulatério em ovelhas mostraram que a resposta ovariana ao FSH é
correlacionada positivamente com o numero de foliculos no primeiro dia do
tratamento ovulatério. Adicionalmente, a presenga de grande foliculo ao inicio
do tratamento tem reduzido a resposta ovariana (GONZALEZ-BULNES et al.,
2000). Isto sugere que possiveis foliculos dominantes podem afetar a
competéncia de foliculos pequenos ou dos odcitos inclusos nestes, por
interferir no recrutamento folicular (MENCHACA et al., 2002). Ou ainda, os
efeitos do foliculo dominante podem ser exercidos de forma sistémica, apesar
de alguns estudos indicarem que fatores locais como o estradiol e a inibina
serem a causa da baixa resposta a superovulagao, visto que, ambos exercem
feedback negativo, induzindo baixa disponibilidade de FSH.

Foliculos de 2 a 6 mm de diametro em cabras ao inicio do tratamento
superovulatério foram relacionados positivamente com a taxa de ovulagao, ao
numero e a qualidade de embrides recuperados, entretanto foliculos de 7 mm
foram negativamente correlacionados (MENCHACA et al., 2002). Neste mesmo
estudo, foliculos de 2 mm de didmetro ao inicio do tratamento com FSH foram
associados a baixa taxa de recuperagao, e relacionados em outros estudos, em
vacas e ovelhas a disturbios do processo de ovulagdo (RUBIANES et al.,
1997), presenga de foliculos luteinizados anovulatérios (MONNIAUX et al.,
1983) ou deficiéncia na liberagdo de odcitos fertilizaveis (STOCK et al., 1996;
D’OCCHIO et al., 1997).

VEIGA-LOPEZ et al. (2006) verificaram correlagdo negativa entre o

maior foliculo (26 mm) presente no inicio da superovulagcdo em ovelhas e a
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taxa de embrides recuperados, numero de fertilizados e Vviabilidade
embrionaria. E ainda, a viabilidade embrionaria foi menor quando se observou
uma grande diferenga entre o primeiro maior e o segundo maior foliculo no
inicio do tratamento com FSH e também quando o tamanho do segundo maior
foliculo era menor, sugerindo que os efeitos da dominancia parecem afetar o
tempo para o inicio do surgimento de LH. Para GONZALES-BULNES et al.
(2003a) foliculos de 4-6 mm de diametro a primeira aplicagdo de FSH foi
relacionado ao numero de embrides recuperados e viaveis. Entretanto,
GARCIA-BOJALIL et al. (1994), ndo observaram diferengas no numero médio
de foliculos em cada classe de diametro, numero e percentagem de foliculos
pré-ovulatérios, anovulatérios e ovulatorios de vacas que receberam 12,3 ou
27,4% de PB na dieta.
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Qualidade do embrido e status folicular de cabras da raga Toggenburg

alimentadas com dieta a base de uréia

RESUMO: Objetivou-se investigar os efeitos da uréia na produgao, qualidade
e estadio de desenvolvimento embrionario e status folicular ao inicio do
tratamento superovulatério de animais alimentados com uréia na dieta. Dezoito
cabras da raga Toggenburg com 48,6 £+ 7,9 kg PV; 2,9 £ 0,5 ECC e 34,3 £ 20,8
meses de idade, foram distribuidas equitativamente em dois tratamentos: T1
(controle, n=8): sem uréia na dieta, e T2 (n=10): 2,4% de uréia na matéria seca
total da dieta (UMS). As dietas a base de feno de capim Tifton (Cynodon spp )
e concentrado (fuba de milho, farelo de trigo, farelo de soja, uréia, bicarbonato,
nucleo e calcario calcitico) foram formuladas para serem isoenergéticas (1,54
Mcal/kg MS) e isoprotéicas (14% PB na MS). O estro foi sincronizado com
esponjas vaginais com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona por 11 dias
seguido da aplicagao de 100 pg de cloprostenol, i.m., no dia nove. O protocolo
de superovulagao consistiu da aplicagdo i.m. de 200 mg de NIH-FSH-P1 em
seis doses decrescentes a cada 12 horas, nos dias nove, 10 e 11 (D=0
inser¢cado da esponja vaginal). O estro foi monitorado duas vezes ao dia por 30
minutos por rufides e as fémeas foram cobertas por bodes da raga Toggenburg
de fertilidade comprovada, a cada 12 horas. Para prevenir a regresséao luteal
precoce administrou-se 1,1 mg/kg/dia de flunixim meglumine via i.m., a partir de
72 horas apds a remogao das esponjas, por 3 dias. Os embrides foram
recuperados entre o sétimo e o oitavo dias apds o estro pela técnica
transcervical. Os embrides recuperados foram classificados pela qualidade (I —
excelente a V — degenerado) e estadio de desenvolvimento, sendo
considerados viaveis os embrides de graus | (excelentes), Il (bom) e Il
(regular), conforme os aspectos morfolégicos descritos pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS). O status folicular foi
determinado por ultrassonografia transretal no dia da aplicagdo da primeira
dose de FSH. O numero e a qualidade dos embrides nao foram influenciados
pela concentragdo de uréia na dieta (P>0,05). Embrides em estadio avangado
de desenvolvimento foram recuperados do tratamento com 2,4% de UMS. O
status folicular na primeira aplicacdo de FSH indicou que a concentracdo de
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uréia testada diminuiu o numero de foliculos menores de 5 mm de diametro
(P<0,05). Esta categoria de foliculos foi correlacionada ao numero de embrides

coletados, e ao numero e a percentagem de embrides excelentes e bons.

Palavras-chave: cabra, embrido, status folicular, superovulagao, uréia
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Embryo quality and follicular status of Toggenburg goats treated with

urea on the diet

ABSTRACT: The aim of this research was to investigate the effect of the urea
on production, quality and developmental stage of embryo and follicular status
at the starting of superovulatory treatment in goats treated with urea. Eighteen
Toggenburg breed goats with 48.6 £ 7.9 kg BW, 2.9 + 0.5 BCS and 34.3 + 20.8
months of age, were allocated randomly to two treatments: T1 (control, n=8): no
urea, and T2 (n=10): 2.4% of urea in dry matter (UDM) of the diet. The animals
were fed diets based on Tifton hay (Cynodon spp) and the concentrate (14%
CP, DM basis). The estrus was synchronized with intravaginal sponges
impregnated with 60 mg medroxyprogesterone acetate for 11 days plus i.m.
injection of 100 pg of cloprostenol, on the ninth day. The superovulatory
protocol consisted of i.m. injection of 200 mg of NIH-FSH-PI, in six decreasing
doses at 12 hours intervals, on day 9, 10 and 11 (D = 0, sponge insertion time).
The estrus was monitored twice a day for 30 min from the sponge withdrawal by
the use of teaser bucks and the female were mated by Toggenburg fertile bucks
every 12 hours during standing estrus. Early luteal regression was preventing
by administration of 1.1 mg/kg/day for 3 days of Flunixim meglumine, i.m. 72
hours after sponge withdrawal. The embryo recovery date was on the 7" or 8"
day of estrus cycle by transcervical technique. The recovered embryos were
classified by the quality (I — excellent to V — degenerated) and developmental
stage (1: 1-cell stage, 2: 2-16 cell stage, 3: early morula, 4: morula, 5: early
blastocyst, 6: blastocyst, 7 expanded blastocyst, 8: hatched blastocyst, 9:
expanding hatched blastocyst, been considered viable the embryo grade |
(excellent), Il (good), and lll (regular) by the morphological aspect described by
International Embryo Transfer Society (IETS). The follicular status was
determined by transrectal ultrasonography at first FSH administration day. The
number and quality of embryos was not affected by urea concentration in the
diet (P>0.05). Advanced stage embryos were recovered in the 2.4% UDM
treatment. Follicular status at first FSH administration showed that urea
concentration in this trial decreased the follicle number less than 5 mm diameter
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(P<0.05). This follicle class was correlated with embryo recovered number, and

with the number and the percentage of excellent and good embryos.

Key words: goat, embryo, follicular status, superovulation, urea
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INTRODUCAO

A relacao entre a nutricdo e reprodugcdo em ruminantes € complexa e as
respostas frente a esta interagcdo sdo seguidas de respostas variaveis e
inconsistentes. Um dos maiores desafios, se da pela utilizacido de proteina em
excesso na dieta e a sua influéncia sobre a reprodugéo, cujo mecanismo de
acao é desconhecido, necessitando de mais estudos.

A uréia e ambnia tém recebido muita atencdo como compostos
bioquimicos que podem afetar o desenvolvimento de embrides de mamiferos.
Baseado em experimentos in vivo ou in vitro, a aménia e ou uréia gerada pelo
metabolismo celular e do catabolismo de aminoacidos in vitro ou in vivo pela
adicdo de uréia ou excesso de proteina da dieta e sua digestdo, tem se
mostrado toxica a embrides e gametas murinos (GARDNER e LANE, 1993),
ovinos (McEVOY et al., 1997), bovinos (HAMMON et al., 2002a; HAMMON et
al., 2002b; FERREIRA, 2007; ALVES, 2007) e caprinos (ALVES et al., 2007). A
maturagdo do odcito, fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario inicial s&o
todos modulados pelo micro-ambiente que os envolve, o qual é influenciado
pela ingestao de proteina (JORDAN et al., 1983; ELROD e BUTLER, 1993).

Por afetar o metabolismo de uma maneira geral, as dietas com excesso
de proteina ou uréia causam alteragcbes dos padrdes bioquimicos do sangue,
que em ultima instancia afetam o ambiente uterino, tubarico e folicular, desta
forma podendo prejudicar o desenvolvimento normal do embrido.

Os principais reflexos dos efeitos adversos sobre os embrides se dao
pela redugdo da sua viabilidade, alteragdo da expressdao génica,
comprometimento de estruturas celulares, alteracdo de desenvolvimento in vivo
e in vitro e transporte uterino.

Tem-se postulado que os embrides sdo capazes de regular a quantidade
de uréia captada para seu metabolismo e crescimento. Entretanto, poucos
estudos esclarecedores a respeito tém sido conduzidos e que avaliem
efetivamente a capacidade de troca metabdlica com o meio aos quais estéo
inseridos (SEIDEL e GARDNER, comunicado pessoal).

Estudos anteriores com vacas (OLIVEIRA, 2002) e com cabras (ALVES,
2005) avaliaram os efeitos de diferentes concentragdes de UMS como 0; 0,7;
1,4 e 2,24 % de UMS, e revelaram que as concentragdes de UMS testadas néo
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foram suficientes para alterar as concentracdes de uréia circulante no plasma
que fossem relacionadas a fertlidade ou a qualidade dos embrides,
respectivamente. Portanto uma maior concentracdo de uréia na dieta ainda
permanece como um importante ponto de investigagdo em relagdo aos
parametros reprodutivos de ruminantes.

Objetivou-se verificar o efeito do fornecimento de uma dieta controle e
uma dieta com 2,4% de uréia na MS total a cabras da raga Toggenburg sobre o
consumo de nutrientes, numero de estruturas e embrides coletados, a
qualidade e o estadio de desenvolvimento embrionario e o status folicular no

inicio do tratamento com FSH.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido de maio a julho de 2006, durante
a estacdo de reprodugao natural dos caprinos, equivalente ao outono no
hemisfério sul, na Granja Agua Limpa, localizada no municipio de Piau, Minas
Gerais, regido sudeste do Brasil. A regio esta localizada a 21°35’S, 43° 15’'W
e a 435 metros de altitude. A regido apresenta clima do tipo Cwa segundo a
classificacdo de Koppen-Geiger (inverno seco e verdao umido). Dados
metereoldgicos médios do periodo experimental podem ser observados na
Tabela 1.

Tabela 1. Dados meteorologicos médios do periodo experimental

Periodo Temperatura (°C) Precipitagdo  Insolagéo
(més/ano) Média Média Média pluviométrica diaria .
Max. Min. compensada (mm) (horas)
Abril/2006 26,3 9,4 15,6 7,6 2221
Maio/2006 24,6 11,4 16,5 71 187,7
Junho/2006 25,6 13,1 17,9 37,4 207,2
Julho/2006 28,2 17,3 21,4 50,1 188,6

Fonte: Estagdo Meteoroldgica - Embrapa Gado de Leite (distante 2 km da Fazenda) * Horas de

sol direto, sem a obstrugcao de nuvens.
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Foram utilizadas 18 cabras da

raca Toggenburg,

Capra hircus

(Linnaeus, 1758) selecionadas por exame clinico geral e historico saudavel,

com escore de condi¢gdo corporal (ECC) 2,9 + 0,5 (escala de 0 a 5; sendo O -

animais muito magros a 5 - animais obesos (FONSECA, comunicado pessoal),

livres de doencgas, e as multiparas possuiam histérico de paricdo com crias

vivas e saudaveis. Também foram avaliadas por meio de ultrassonografia’

observando-se os ovarios, quanto ao crescimento folicular e o utero quanto a

presenga de hidrometra e outras patologias uterinas e ovarianas, uma vez por

semana, por no minimo dois ciclos estrais regulares e consecutivos. Foram

selecionadas fémeas nao gestantes, n&o lactantes, nuliparas, primiparas e

multiparas com 48,6 + 7,9 kg de peso e 34,3 + 20,8 meses de idade ao inicio

do experimento (Tabela 2).

Tabela 2. Relacédo dos animais experimentais, idade, peso e ECC.

Cabra Idade (meses) Peso (kg) ECC (0a5) Tratamento
219 67,78 56,80 3,25 TC
1564 56,38 60,20 3,25 TC
3383 28,70 43,90 3,00 TC
4406 24,85 44,50 3,00 TC
4428 19,46 42,30 2,75 TC
4436 19,40 39,00 2,50 TC
5465 13,31 41,00 2,75 TC
5469 13,18 41,70 3,00 TC
210 68,18 60,40 3,00 TU
220 67,78 46,80 2,75 TU
3369 28,24 54,90 4,00 TU
3392 28,34 53,80 4,00 TU
3394 38,23 44,00 2,75 TU
4411 24,62 37,70 3,00 TU
4433 19,43 42,50 2,75 TU
4450 18,74 49,50 2,75 TU
4453 18,51 39,30 3,00 TU
5494 13,15 37,10 3,00 TU
As cabras foram distribuidas conforme o peso, idade e ECC,

equitativamente em dois tratamentos: controle (TC, n=8) e tratado (TU, n=10)

com 2,4 % de UMS da dieta (Tabela 2). Estas foram instaladas em aprisco de

'Aloka, SSD 500 - Japao
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madeira, em baias suspensas de piso ripado, onde permaneceram confinadas
em baias individuais de 1,5 m? com comedouro individualizado e bebedouro
coletivo.

Os animais foram adaptados de forma gradual a dieta com 2,4% de
uréia (dia zero inicio do tratamento com 2,4% de UMS, Figura 1), sendo que a
cada semana antes do inicio do experimento foram incluidos niveis
intermediarios de uréia na dieta (0; 1,0 e 2,0%) para adaptacao dos animais.

Dietas a base de feno de capim Tiffton 85 (Cynodon spp) e concentrado
foram calculadas para serem isoenergéticas e isoprotéicas (1,4 Mcal/Kg MS e
14% PB/Kg MS) e conter 14 % da proteina total na forma de nitrogénio ndo
protéico (NNP), no tratamento TU. As porcentagens de NNP advindas da uréia
em relagédo a proteina total da dieta foram de 0%, 13%, 26% e 39,25% e as
quantidades de PDR foram de 59,13; 63,23; 67,07 e 71,18 nas dietas com 0%,
1,0%, 2,0% e 2,4%, respectivamente. Detalhes da composicdo das dietas sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo percentual dos ingredientes utilizados nas dietas
experimentais (com base na MS)

Tratamentos (% UMS da dieta)

Ingredientes 0 1,0 2,0 2,4
Feno de capim Tifton 52 53 52 53
Fuba de milho 4 9 12 22,5
Farelo de soja 12 7 3 0
Farelo de trigo 27 27 27 18,2
Bicarbonato 1 1 1 1
Nucleo 1 1 1 1
Uréia 0 1 2 2,4
Calcareo 3 3 3 2,3

A alimentagéo foi fornecida duas vezes por dia, as 7:30 e as 16:30 horas
na forma de mistura completa, sendo a quantidade ajustada diariamente para
permitir 5% de sobras. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum. As
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sobras foram recolhidas diariamente antes da alimentagdo matinal e pesadas
para a determinagcdo do consumo.

Aproximadamente 10% das sobras diarias recolhidas, foram pesadas e
congeladas a -20 °C, o que constituiu uma amostra composta por semana para
cada animal. Estas amostras compostas entdo foram descongeladas e moidas
em moinho com peneira de 1 mm e acondicionadas em frascos de vidro com
tampa, até a realizagdo das analises bromatoldgicas. Da mesma forma uma
amostra dos ingredientes da rac&o e do feno usado foi recolhida, congelada e
descongelada para determinagao da composi¢géo bromatologica.

A composi¢cado bromatoldgica do feno e dos ingredientes utilizados no
concentrado é apresentada na tabela 4.

Tabela 4. Analise bromatolégica dos ingredientes utilizados nas dietas
experimentais (' % na MS)

Ingredientes

Feno de Capim Fuba de Farelo de Farelo de
Tifton milho trigo soja
MS (%) 91,75 86,94 87,15 88,35
PB’ 6,53 7,19 13,81 48,78
EE’ 0,86 3,55 3,38 2,09
Lignina’ 6,16 1,16 4,0 1,33
FDN' 70,28 20,54 37,81 12,55
FDA' 39,79 4,08 13,52 9,86
CHOT' 87,49 87,89 77,27 42,67
NDT' 55,62 87,24 72,43 81,54
Cinzas' 5,12 1,38 5,54 6,47
ca' 0,42 0,03 0,22 0,34
p’ 0,17 0,25 1,00 0,58

CHOT = 100 — (%PB + %EE + %Cinzas)
MS: matéria seca, MO: matéria organica, PB: proteina bruta, EE: extrato etéreo, FDN: fibra em detergente
neutro, FDA: fibra em detergente acido, CHO: carboidratos totais e NDT: nutrientes digestiveis totais.
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Para sincronizagdo e superovulagdo dos animais foram utilizados os
mesmos procedimentos descritos por ALVES (2005) com algumas
modificagdes. O protocolo descrito a seguir foi realizado uma unica vez em
cada animal, portanto apenas uma coleta de embrides apds o recebimento das
dietas experimentais. Inseriram-se esponjas intravaginais impregnadas com 60
mg de acetato de medroxiprogesterona (Progespon®)?, por 11 dias, o que
coincidiu com o 7° dia de alimentagdo com a dieta com 2,4% de uréia na MS da
dieta para o TU. A superovulagdo foi realizada com 200 mg de NIH-FSH-PI
(Folltropin®)*, administrados em seis doses decrescentes, com intervalo de 12
horas entre aplicagées (50 mg, 50 mg, 30 mg, 30 mg, 20 mg e 20 mg), a partir
de 48 horas antes da remog&o da esponja intravaginal. Simultaneamente a
primeira aplicacdo de FSH foi administrada 100 pg de cloprostenol sédico
(Ciosin®)4, por via i.m. Setenta e duas horas apos a remogdo da esponja
iniciaram-se o tratamento antiluteolitico com flunixim meglumine (Banamine®)®,

na dose de 1,1 mg/kg/dia, durante trés dias consecutivos (Figura 1).

Remogéo das

Insergéo das esponézgfzé/ﬂginais Coleta dos

esponjas vaginais 6° FSH embrides
o o |
2°FSH

2114 -7 0 7 16 17 18 19 20 21 22 23 26 27 dias

\ /AN J

Y Y
Adaptacéao 2,4% uréia MS

Figura 1. Protocolo de superovulagcdo em cabras alimentadas com uréia na

dieta.

2 Sintex S.A. — Tecnopec LTDA, SP, Brasil.

® Bioniche, Importado por Tecnopec LTDA, SP, Brasil.
* Coopers

° Schering Plough Veterinaria
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Exames ultra-sonograficos dos ovarios foram realizados para
determinagdo do status folicular ao inicio do tratamento superovulatério,
utilizando-se de um aparelho de ultrasom ALOKA (SSD 500, Tokyo, Japao)
com um transdutor linear de 5.0 MHz acoplado a extens&o rigida. Apos
contencdo em tronco préprio e em posicdo de estacdo, as fezes foram
removidas e inseriu-se gel de carboximetil celulose (Carbogel ULT®)® para
melhor visualizagdo das estruturas ovarianas. As ultra-sonografias foram
realizadas apds o tratamento de sincronizacdo o que coincidia como o inicio
das superovulagbes ou durante a primeira dose de FSH a fim de avaliar a
atividade ovariana. Ambos os ovarios foram examinados, e o0 numero, o
diametro e a posigcédo de todos os foliculos antrais =2 3 mm foram anotados em
planilhas apropriadas. Os foliculos foram classificados como pequenos, médios
ou grandes (3 a 4 mm, >4 a <6 mm e =25 mm de didmetro, respectivamente)
conforme preconizado por MENCHACA et al. (2002).

A partir de 12 horas apos a retirada das esponjas, as cabras foram
observadas quanto a manifestagcdo de estro, duas vezes ao dia, as 7 e 19
horas, por um periodo minimo de 15 minutos cada, com auxilio de rufides
cirurgicamente preparados. As cabras em estro foram cobertas por bodes da
raga Toggenburg, e de fertilidade comprovada, a cada 12 horas, até a recusa
pela monta do macho. As coberturas inciaram-se 12 horas apds a deteccéo do
estro.

Os embrides foram coletados pela técnica transcervical em circuito
fechado, entre o sétimo e o oitavo dia do ciclo estral (estro = dia zero). Vinte e
quatro horas antes do inicio da hora prevista para a coleta dos embrides, as
cabras receberam uma aplicacao de 125 ug de cloprostenol sédico (Ciosin®)7,
por via i.m.. A coleta de embrides foi realizada com o animal em estacgao,
contido em tronco proprio. Apos a tricotomia da cauda e higiene da regido
perineal, cada cabra submetida a coleta dos embrides recebeu 1mL/100kg p.v.
de acepromazina 1%, i.m. (Acepran®?® como pré-anestésico (figura 2a), e 2
mL/animal de cloridrato de lidocaina a 2% sem vaso constritor (Lidovet®)®,

epidural na regido sacrococcigea. A cérvice foi visualizada com o auxilio de um

® Carbogel Industria e Comercio LTDA, SP, Brasil.
" Coopers

8 Univet S.A. IndUstria Veterinaria, SP, Brasil.

° Bravet, RJ, Brasil.
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especulo vaginal e uma fonte de luz (Figura 2b e 2c). Em seguida uma gaze
estéril impregnada com 2 mL de lidocaina a 2% (Lidovet®) foi introduzida e
deixada em contato com o fornix vaginal por 30 segundos. Em seguida, a
cérvice foi pingada e tracionada gentiimente com duas pingas modelo Pozzi em
diregdo ao vestibulo da vagina (Figura 2d). Entdo, uma sonda uretral 10 ou 12
estéril (Fabrimed®) foi utilizada para ultrapassar os anéis cervicais com auxilio
de um mandril metalico, o qual era retirado apos a passagem dos anéis. Foi
confeccionado um circuito para coleta de embrides em sistema inteiramente
fechado (Figura 3a), constituido por tubos vinilicos transparentes, atoxicos,

estéreis e flexiveis (BD®)"

, montado de forma a proporcionar duas vias de
comunicagdo com a sonda uretral e ambas conectadas ao equipo em Y
(Cremer®)"". Uma das vias do circuito se comunicava com o filtro de coleta de
embrides e a outra conectava-se a mangueira, a qual estava ligada ao meio de
lavagem (Dulbeco Modificado DPBS'?) a 37°C (Figura 3b). Nesta ultima porgao
do filtro, uma seringa de 50 mL (BD®)" foi posicionada imediatamente antes da
comunicagdo com o meio de lavagem, para controle do volume de liquido

instilado em cada corno uterino, o que foi de aproximadamente 200 mL.

10 BD, Juiz de Fora, Brasil.
"'"Cremer S.A., Brasil.

'2 Embriocare® - Cultilab, SP, Brasil.
13 BD, Juiz de Fora, Brasil.
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Figura 3. Detalhes do circuito fechado montado para coleta de embrides em
cabras (a), sonda uretral acoplada ao circuito para lavagem dos
cornos uterinos (b) e equipo em Y (c).
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Para que cada corno uterino fosse lavado com meio de coleta de
embrides, a via que se acoplava ao filtro de coleta de embrides foi fechada por

obstrutores de fluxo (Cremer)™

, € a via que estava ligada a sonda uretral
posicionada em um dos cornos uterinos, foi aberta, para que o meio de
lavagem fosse instilado em cada corno. Em seguida, essa mesma via foi
fechada para que o meio de coleta permanecesse no corno uterino por alguns
instantes, antes de ser recolhido no filtro de embrides. Apés o0 meio
permanecer por alguns instantes no lumen uterino, a via de comunicagao com
o meio de lavagem foi fechada e a via que se comunicava com o filtro foi
aberta, para que o fluido que foi instlado em cada corno uterino fosse
sinfonado e filtrado para recuperacao dos embrides. Aproximadamente 50 mL
foram instilados em cada corno por vez até se completarem os 200 mL.

Apos a recuperacao dos lavados uterinos, estes foram filtrados e em
seguida seu conteudo foi disposto em placas de petri 100 x 20, as quais foram
rastreadas para a identificacdo dos embrides em estereomicroscopio sob
aumento de 10X (Olympus®). Imediatamente ao serem identificados, estes
foram transferidos para placas de petri menores para avaliacdo da qualidade e
estadio de desenvolvimento, sob aumento de 40X.

O numero total de estruturas, embrides e ovdcitos, bem como a
qualidade e o estadio de desenvolvimento dos embrides recuperados, foram
determinados em cada tratamento. Os embrides coletados foram avaliados
quanto a qualidade (I — excelente a V — degenerado) e ao estadio de
desenvolvimento conforme preconizado por (STRINGFELLOW e SEIDEL,
1999). Sendo considerados viaveis os embrides de graus | (excelente), Il (bom)
e lll (regular). Os estagios de desenvolvimento determinados foram: OO:
oocitos; MO: morula; MC: mérula compacta; BIl: blastocisto inicial; BL:
blastocisto; BX: blastocisto expandido; BE: blastocisto eclodido; DEG:
degenerados.

4 Cremer S.A., Brasil.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa SAEG 9.0 (UFV, 2003).

Foi realizada a analise de variancia dos dados e utilizado o teste Tukey
para comparagdo de meédias entre os tratamentos, com nivel de significancia
de 5%. As variaveis: numero de estruturas, embrides, embrides viaveis,
embrides excelentes e bons; percentagem de embrides viaveis e excelentes e
bons; os parametros ovarianos no dia da aplicacdo de FSH: total de foliculos
pequenos, meédios, grandes e o didmetro do maior foliculo foram submetidas
aos testes de Lilliefors e Cochran e Barttlet, a fim de verificar respectivamente,
a normalidade dos dados e homocedacidade das variagdes dos tratamentos.
As variaveis relativas ao estadio de desenvolvimento embrionario sdo
apresentadas na forma de estatistica descritiva. Correlagbes simples de
Pearson foram realizadas entre os parametros embrionarios e o status folicular

na ocasiao da primeira aplicagao de FSH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo médio individual de MS, PB, EE, FDN, MO, NDT e CHO em
kg/dia n&o foi influenciado pelo tratamento com uréia na dieta (Tabela 5).
Devido as dietas serem isoenergéticas e isoprotéicas, diferindo apenas na
quantidade de NNP e PDR, o consumo dos nutrientes foi 0 mesmo para os dois
tratamentos. De certa forma, a constituicdo e a propor¢gdo do volumoso
utilizado nas diferentes dietas, possivelmente promoveram uma maior
concentragdo de amdnia ruminal no tratamento com 2,4% UMS, entretanto esta
nao interferiu no consumo de ingredientes.

Diminuigdo do consumo de MS foi relatado por KENNY et al. (2002) ao
fornecerem 240g/dia de uréia a novilhas de corte. Da mesma forma CONRAD
et al. (1977) relataram diminuicdo do consumo de vacas que recebem elevadas
quantidades de NNP. SINCLAIR et al. (2000) também verificaram reducg&o do
tamanho do bocado quando novilhas receberam dietas que promoveram alta

concentragdo de aménia plasmatica.
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Entretanto, ALVES (2005) observaram aumentos no consumo de MS,
PB, EE, MO e NDT em cabras Alpinas alimentadas com 0, 0,7, 1,4 € 2,24% de
uréia na MS da dieta, utilizando como volumoso a silagem de milho. No
entanto, OLIVEIRA (2001) observou diminuicdo do consumo de MS com
aumento nas concentrag¢des de uréia na dieta até a concentracdo de 2,4% na
MS total da dieta.

SINGHAL e MUDGAL, (1980) e FERNANDEZ et al. (1997) reportaram
que a uréia pode ser fornecida em quantidades superiores as preconizadas
pelo NRC (1981) até 1/3 da PB total ou até que 50% da proteina do

concentrado, sem alteragbes no consumo

Tabela 5. Consumo médio individual de MS, PB, EE, FDN, CHO (kg/dia), em

funcdo das concentragdes de uréia na dieta

Concentragdes de uréia (%MS)

0% 2,4%
MS' 1,05 +0,15 0,99 + 0,25
PB’ 0,08 + 0,01 0,08 + 0,02
EE’ 0,009 + 0,001 0,009 + 0,002
FDN' 0,33 £ 0,05 0,31 £ 0,08
NDT' 0,35 + 0,05 0,33 + 0,083
CHO' 0,46 + 0,07 0,44 + 0,11

"Kg/dia
MS: matéria seca; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo, FDN: fibra solivel em detergente

neutro; NDT: nutrientes digestiveis totais, CHO: carboidratos.

Das 18 cabras utilizadas, 16 manifestaram estro apds a sincronizagao. A
duragdo do estro (DE) (h), o intervalo de retirada do dispositivo ao inicio do
estro (IRIE) (h) e o intervalo de retirada do dispositivo ao final do estro (IRFE)
(h) n&o foram influenciados (P>0,05) pelo tratamento com uréia (Tabela 6). Da
mesma maneira, FAHEY et al. (2001) e ALVES et al. (2007), que forneceram
uréia a ovelhas e cabras (50g de uréia por dia ou nas concentragdes de 0; 0,7;
14 e 2,24% de UMS da dieta, respectivamente) também ndo observaram
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efeitos sobre os parametros do estro em relagdo ao grupo nao suplementado

com uréia.

Tabela 6. Percentagem de animais em estro (PE) e médias da duragdo média
do estro (DE) (h), intervalo da remog&o da esponja ao inicio do estro
(IRIE) (h) e intervalo da retirada da esponja ao final do estro (IRFE)
(h), em funcdo da concentracéo de uréia nas dietas

Concentracao de uréia na dieta (%MS)

0 2,4
PE (%) 100 (n=8) 80 (n=8)
DE (h) 28,8 + 14,8 22,8 + 15,4
IRIE (h) 31,4 £ 12,4 28,5+ 18,2
IRFE (h) 60,2 £ 22,9 51,3 + 28,8

Protocolos de sincronizagdo do estro similares aos empregados neste
estudo em cabras da ragca Moxot6 (ANDRIOLI et al., 2000), cabras mesticas
(ANDRIOLI-PINHEIRO et al, 1996) e em cabras Alpinas (ALVES et al., 2007)
evidenciaram 80, 60,9 e 81,2% de animais em estro, respectivamente, valores
bem proximos aos observados neste estudo. A duracdo do estro em animais
alimentados com 0 e 2,24% de UMS foi de 27,6 e 30,4 horas (ALVES et al.,
2007), respectivamente, valores proximos aos encontrados neste estudo de
28,8 e 22,8 para 0 e 2,4% de UMS. Apesar de que no estudo citado
anteriormente ter sido observado uma maior duragdo do estro dos animais
tratados com uréia e estes ndo terem apresentado diferencas estatisticas, a
DE, o IRIE e o IRFE foram numericamente menores nos animais tratados com
2,4 % de UMS em relacido aos animais nao tratados com uréia.

Das 18 cabras que manifestaram estro e foram submetidas a coleta de
embrides, 6 cabras ndo produziram nenhuma estrutura ou embrido (n=3, 0% e
n=3, 2,4% UMS). Doze cabras (n=5, 0% e n=7, 2,4% UMS) responderam a
superovulacado, com producgao de 80 estruturas, sendo 75 embrides e 5 odcitos.

Do total de embrides coletados, 36 (48%) foram coletados do tratamento
com 0% de UMS e 39 (52%) foram coletados do tratamento com 2,4% de UMS,
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nao havendo diferenga entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 7). O numero de
oocitos ndo fertilizados coletados foi maior nos animais do tratamento com
2,4% de UMS (P<0,05) em relagéo ao grupo nao tratado com uréia (Tabela 7).

Reducbes nas porcentagens de odcitos fecundados sobre o total de
estruturas recuperadas em animais recebendo dietas com alta PDR foram
relatadas em vacas superovuladas (BLANCHARD et al., 1990) e em ovelhas
(BISHONGA et al., 1996). Da mesma forma, ALVES (2007) encontrou menor
capacidade de fecundagdo do odcito em vacas alimentadas com 100g de
uréia/animal/dia fornecidos depois da superovulagdo em relagdo ao grupo que
recebeu uréia antes da superovulagdo. A uréia pode ser toxica a gametas
bovinos resultando em infertilidade, pois a ambnia gerada pelo metabolismo da
uréia pode resultar em aumento da mortalidade de espermatozdides e odcitos
(VISEK, 1984). E sugerido que a uréia é deletéria em altas concentragdes para
espermatozoides de humanos e ratos (DASGUPTA et al., 1970; citado por
BLANCHARD et al., 1990), e também por atuar na motilidade e diminuir a
habilidade do espermatozdide de penetrar o muco cervical bovino in vitro
(BLANCHARD et al., 1990).

O numero total e médio embrides, bem como o numero de embrides
viaveis ndo foram influenciados pela concentragdo de uréia testada (P>0,05),
assim como a percentagem de embrides viaveis (P>0,05) (Tabela 7).

43



Tabela 7. Producdo de embrides em fungcdo da concentragdo de uréia nas

dietas
Concentracao de uréia

na dieta (%MS)

0 2,4
Numero de odcitos 0° 5°
Fertilizados/recuperados (%) 1002 88,64°
Nudmero de embrides coletados 362 39°
Numero médio de embrides/cabra 7,22 5,5°
Numero médio de embrides viaveis (I, II, 1l) 7,0+2,12° 54 +3,3°
Percentagem de embrides viaveis 1002 84,42

NUmero médio de embrides excelentes e bons (I, II) 6,80 +2,49° 5,11 + 3,44°

Percentagem de embrides excelentes e bons 952 65°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem a 5% pelo teste t

Os fornecimentos de dietas que contenham uréia ou PDR em excesso
parecem nao serem relacionados a quantidade de embrides produzidos em
vacas (BLANCHARD et al., 1990; ALVES, 2007), novilhas (GATH et al., 1999),
ovelhas (McEVOY et al., 1997; FAHEY et al., 2001; PAPADOPOULOS et al.,
2001) e cabras (ALVES et al., 2007). Para ALVES et al. (2007) o numero meédio
de embrides/doadora obtidos pela técnica transcervical foi de 8,5 em cabras da
raca Alpina alimentadas com dietas com concentragdes de uréia variando de 0;
0,73; 1,46 e 2,24%. ANDROUKOVITCH et al. (2002), coletaram 13,2 embrides
por doadoras da raga Boer submetidas a coleta transcervical com sonda uretral
humana. Outros autores citaram médias de estruturas coletadas de 8,4 para
cabras da raca Boer (GUSMAO et al., 2003), 8,4 para cabras sem raga definida
(SALLES et al., 2003), 7,6 para cabras da raca Saanen (PEREIRA et al., 1991)
e 6,3 para cabras da ragca Saanen (LIMA-VERDE, 2003). De maneira geral
observa-se que os resultados de 6,8 embrides/cabra neste estudo, sao
proximos aos reportados na literatura para cabras de outras racas.

Em embrides bovinos, ovinos e caprinos oriundos de animais
alimentados com uréia na dieta ou excesso de PDR foram relatados efeitos
deletérios sobre a qualidade. Entretanto, em caprinos, embora a uréia

prejudicasse o numero e a percentagem de embrides viaveis, o comportamento
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quadratico das curvas de regressdo em funcdo de concentragdes
intermediarias de uréia indicou que embrides oriundos de animais alimentados
com 2,24% de UMS foram semelhantes aos animais controle que nao
receberam uréia (ALVES et al., 2007). O que corrobora os resultados
encontrados quando se compara com as duas dietas deste estudo, 0 e 2,4% de
UMS. Embrides bovinos também n&o sofreram prejuizos em relagdo a sua
viabilidade quando vacas receberam 100g de uréia/animal/dia antes ou depois
da superovulagdo (ALVES, 2007). Estes trabalhos sugerem que quando os
animais sao adaptados previamente a elevadas concentracbes de uréia,
parece nao haver efeitos na qualidade dos embrides, devido a adaptagdes
destes aos efeitos toxicos de dietas com uréia. Contudo, a duragdo da
exposicdo a amodnia, a concentragcdo de amobnia e o estadio de
desenvolvimento aos quais os embrides in vitro sdo expostos afetam o
desenvolvimento de embrides (HAMMON et al., 2000 a e b).

BLANCHARD et al. (1990) verificaram que o numero de embribes
transferiveis (excelentes, bons e regulares) e n&o transferiveis recuperados de
vacas alimentadas com 73 e 64% de PDR foram similares. Da mesma forma,
BERARDINELLI et al. (2001) também n&o verificaram diferengas entre
embrides de ovelhas alimentadas com 100 ou 200% das exigéncias de
proteina para mantenga, em embrides recuperados em diferentes dias apds a
monta. DAWUDA et al. (2002), também ndo observaram diferencas na
qualidade dos embrides de vacas alimentadas com 250 g/animal/dia em
relagdo as controle, por um periodo longo anterior a inseminagdo. MIKKOLA et
al. (2005) também n&o verificaram diferencas no numero de embrides
transferiveis em novilhas alimentadas com 14 ou 18% de PB na dieta.

Entretanto, a qualidade visual dos embribes observados em
estereomicroscépio pode ndo refletir se estes seriam capazes de se
desenvolver normalmente caso fossem ou n&o transferidos. POWELL et al.
(2006) observaram que embrides provenientes de doadoras alimentadas com
excesso de uréia apresentaram uma alta taxa de mortalidade embrionaria
quando foram transferidos para receptoras que nio receberam uréia, e ainda
apresentaram padrao diferencial de expressao de alguns genes relacionados
ao metabolismo e controle do desenvolvimento como o IGF-12R. Da mesma
maneira RHOADS et al. (2006) encontraram embrides com reduzida
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capacidade de desenvolvimento apods transferéncia, oriundos de vacas
alimentadas com dietas com diferentes quantidades de PB que foram capazes
de promover diferentes concentracdes de NUP.

ALVES (2005) selecionou embrides classificados como excelentes de
cabras alimentadas com diferentes concentragdes de UMS (0, 0,7 e 1,4%) e
relatou que estes apresentaram imperfeigdes ultra-estruturais quando foram
observados ao microscopio eletrénico de transmissao. As principais alteragdes
observadas foram relacionadas ao aumento de estruturas morfologicas
relacionadas com os processos de reorganizagdo e/ou degeneragao celular,
que aumentaram a medida que se aumentou a quantidade de uréia da dieta.
Entretanto, em relagdo a exposicdo de embrides a concentra¢des de uréia igual
(ALVES, 2005) ou superior a 2,24% UMS (AMORIM, dados nao publicados) e a
avaliacdo da ulta-estrutura, ndo se sabe quais os efeitos destas elevadas
concentragbes de UMS sobre a organizacdo do citoesqueleto e sobre o
desenvolvimento in vivo destes.

Em relagc&do ao estadio de desenvolvimento foram coletadas, 19 mérulas
(25,33%), 10 morulas compactas (13,33%), 3 blastocistos iniciais (4%), 17
blastocistos (22,66%), 15 blastocistos expandidos (20%), 11 blastocistos
eclodidos (14,66%). O numero e a percentagem de embrides coletados em
cada estadio de desenvolvimento sdo apresentados nas Figuras 1 e 2,
respectivamente. No tratamento com 0% de UMS foram verificados 16 mérulas
(44,44%), 6 modrulas compactas (16,66%), 2 blastocistos iniciais (5,55%), 9
blastocistos (25%) e 3 blastocistos expandidos (8,33%) e no tratamento com
2,4% de UMS foram coletados 3 morulas (7,69%), 4 morulas compactas
(10,25%), 1 blastocisto inicial (2,56%), 8 blastocistos (20,51%), 12 blastocistos
expandidos (30,76%) e 11 blastocistos eclodidos (28,20%).
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Figura 4. Numero, qualidade e estagio de desenvolvimento embrionario de

cabras Toggenburg alimentadas com uréia na dieta. MO: moérula; MC:
morula compacta; Bl: blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido;
BE: blastocisto eclodido; DEG: degenerados; |: embrido excelente; II: embrido bom;
[ll:embri&o regular.

O estadio de desenvolvimento embrionario pode sofrer variagdo entre
animais submetidos ao mesmo dia de coleta de embrides em relagédo ao dia do
estro, bem como entre embrides coletados de uma mesma cabra (Baril et al.,
1981; citados por GORDON, 1997). Entretanto, dietas com uréia (2,24% UMS)
oferecidas a cabras da raga Alpina proporcionaram uma alta percentagem de
embrides no estadio de blastocisto eclodido (ALVES et al., 2007), o que
corrobora com a alta percentagem de blastocistos expandidos e eclodidos
coletados das cabras Toggenburg desse estudo.

No tratamento com 2,4% de UMS, foram observados um maior numero
(Figura 2) e uma maior propor¢ao (Figura 3) de embrides em estadio de
desenvolvimento mais avancado, como blastocistos expandidos e eclodidos,
em relagdo ao tratamento com 0% de UMS. Corroborando com esses
resultados, McEVOY et al. (1997) observaram em embrides de ovelhas
alimentadas com 30 g de uréia/kg de alimento, embrides em estadio avangado
de desenvolvimento, em relagdo as que consumiram 2,5 g de uréia/kg de

alimento. ALVES et al. (2007) também observaram uma maior proporgao de
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embrides em estadios avangados de desenvolvimento em cabras que foram
alimentadas com 2,24% de uréia na matéria seca da dieta. O que sugere um
efeito estimulatério da uréia sobre o desenvolvimento embrionario. Da mesma
forma, BERARDINELLI et al. (2001) encontraram maior numero de células em
embrides de ovelhas alimentadas no 5° dia apdés a monta com 200% das
exigéncias de proteina para mantenga em relacdo as alimentadas com 100%
das exigéncias. Glicoproteinas especificas dependentes de estrogeno
secretadas pelo oviduto, e também presentes na zona pellucida e no espago
perivitelino do embrido podem ter um efeito estimulatério sobre o
desenvolvimento embrionario, conforme sugerido por BERARDINELLI et al.
(2001). Donde pode-se inferir que a uréia possa atuar em um desses
mecanismos e provocar uma aceleragdo no desenvolvimento do embrido, ou
que houve aceleragdo do desenvolvimento relacionado a reprogramagao do
embrido exposto a elevadas concentracbes de amdnia ou uréia. Da mesma
maneira, zigotos oriundos de doadoras alimentadas com 30g de uréia e que
apresentaram elevadas concentragdes de uréia plasmatica foram coletados em
estadio avangado de desenvolvimento e ainda foram relacionados a redugéo
na expressao do gene receptor de insulina tipo Il (IGF2R), um gene
“imprintado”, associado a perda de metilagdo do segundo intron da regido
metilada diferencial. Também, este gene foi relacionado ao desenvolvimento de
embrides com a sindrome da prole de peso elevado ao nascimento (POWELL
et al., 20006).
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Figura 5. Percentagem, qualidade e estagio de desenvolvimento embrionario
de cabras Toggenburg alimentadas com uréia na dieta. MO: morula;

MC: morula compacta; BI: blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto
expandido; BE: blastocisto eclodido; DEG: degenerados; |: embrido excelente; Il

embri&o bom; Ill:embrido regular.

Com exceg¢ao do numero de foliculos =2 5 mm de diametro (P<0,05), o
tratamento com e sem uréia n&o influenciou as variaveis ovarianas avaliadas
antes da primeira aplicacéo de FSH (P>0,05) (Tabela 8).

O numero de foliculos grandes foi reduzido nos animais tratados com
2,4% de uréia em relagdo aqueles dos animais ndo alimentados com uréia
(P<0,05). Por ser este o primeiro estudo a avaliar o status folicular antes da
superovulacdo em animais alimentados com uréia, ndo ha como comparar com

outros estudos.
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Tabela 8. Status folicular antes da aplicacdo de FSH em cabras Toggenburg

alimentadas com uréia na dieta

Concentragdes de uréia na
dieta (% MS)

Numero de foliculos em cada classe de 0 2,4 CV (%)
diametro

> 3 e <4 mm (pequenos) 5,9 + 3,92 4,2 +3,5°% 79,5

<4 e >5 mm (médios) 1,6 £0,72 1,4+1,3%2 79,5

> 5 mm (grandes) 2,5 +2,0° 1,1+1,0° 88,6

Maior foliculo (mm) 0,6 + 0,62 0,6+0,1° 17,3

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem a 5% pelo teste t

O numero de foliculos grandes foi correlacionado positivamente com o
numero de embrides coletados (r=0,33, P=0,14), numero de embrides viaveis
(r=0,33, P=0,14), numero de embrides excelentes e bons (r=0,34, P=0,15) e
com a percentagem de embrides excelentes e bons (r=0,43, P<0,10). Da
mesma forma, GONZALES-BULNES et al. (2003) observaram correlagéo
positiva entre o numero de foliculos de 4-6 mm de diametro € o numero de
embrides coletados e embrides viaveis em cabras. A falta de uma associacao
entre o numero de foliculos com didmetro de 2-3 mm e o numero de embrides
coletados, também foram descritos por GONZALES-BULNES et al. (2003) em
cabras, 0 que sugere que pequenos foliculos crescem até o estadio pré-
ovulatério, mas ndo sao capazes de liberar um odcito viavel. Possivelmente
estes foliculos estariam em estadios iniciais de atresia ou imaturos. Parece que
a uréia exerce um efeito no seu crescimento, pois como pode ser observado na
Tabela 6, o numero destes foliculos foi numericamente inferior aos das cabras

alimentadas com 2,4% de UMS.
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CONCLUSAO

O fornecimento de 2,4% de uréia na matéria seca da dieta nao
influenciou o numero e a qualidade dos embrides coletados de cabras nao
lactantes da raga Toggenburg, porém houve um maior desenvolvimento nos
animais tratados com uréia na dieta.

O status folicular avaliado antes da primeira aplicacdo de FSH teve
correlagdo com o numero de embrides coletados e com o numero e a

percentagem de embrides excelentes e bons.
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Perfil Hormonal e metabdlico do sangue e do fluido folicular de cabras da

ragca Saanen doadoras de oécitos alimentadas com uréia

RESUMO: Este estudo foi conduzido com 10 cabras da raca Saanen nao
gestantes e ndo lactantes, distribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado e alimentadas com 0% de uréia na Matéria Seca da dieta (UMS)
(T1, n=5) ou 2,4% UMS (T2, n=5). Previamente a aspiragado folicular por
laparotomia os animais foram adaptados semanalmente a concentragcbes
crescentes de uréia na dieta (0, 1,0 e 2,4% UMS, respectivamente para
semana cada semana 1, 2 e 3), sincronizados e superestimulados. Apos 19
dias de alimentagdo com 2,4% (semana 3) de UMS procedeu-se a aspiragéo
folicular para recuperagado de fluido folicular (FF) que foi analisado para
determinagcdo das concentragbes de estradiol, progesterona, testosterona,
glicose e uréia. Paralelamente, uma coleta de sangue para dosagem de glicose
e uréia no plasma foi obtida por pungédo da veia jugular, no dia da aspiragéo
folicular. A concentracdo de estradiol no FF das cabras alimentados com uréia
foi menor em relagdo as ndo alimentadas (P<0,05), a concentragdo de
progesterona ndo diferiu entre os animais dos tratamentos (P>0,05) e a
concentragdo de testosterona foi menor no FF dos animais que n&o
consumiram uréia (P<0,05). As concentragdes de glicose e uréia no FF foram
maiores nos animais consumindo dietas com 2,4% de uréia (P<0,05). As
concentragbes de glicose e de uréia no plasma foram influenciadas pelo
tratamento com 2,4% UMS, sendo observadas maiores concentragdes nos
animais tratados em relagdo aos nao tratados com uréia na dieta (P<0,05).
Correlagbes foram observadas entre a concentragdo de glicose e uréia no
plasma e as concentragcbes FF, sendo maiores concentragbes observadas no
FF em relacdo as concentragcdes plasmaticas para ambos os metabdlitos. O
fornecimento de uréia na dieta pode alterar a concentracdo de hormbnios e
metabolitos do FF relacionados a esteroideogénese e ao metabolismo do
oacito.

Palavras-chave: cabras, esteroideogénese, fluido folicular, metabdlitos

sanguineos
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Blood and follicular fluid Hormone and metabolic pathway from oocyte

donors Saanen breed goats feed with urea in the diet

ABSTRACT: This study was conducted with 10 non-pregnant and non-lactating
Saanen goats, which had been distributed in a randomized design and fed with
diets with 0 (n=5) and 2.4% of urea in the Dry Mater (UDM) of the diet (n=5).
Previously to follicular aspiration by laparotomy the animals had been weekly
adapted to increase urea in the diet (0, 1.0 and 2,4%, respectively to 1, 2 and 3
week), estrus synchronized and stimulated hormonally. After 19 days of fed with
2.4% UDM, follicular aspiration was proceed for follicular fluid (FF) recovery,
which was analyzed to determine oestradiol, progesterone, testosterone,
glucose and urea concentration. One blood sample was collected from jugular
vein puncture at follicular aspiration time to determine plasmatic urea and
glucose concentration. Follicular fluid oestradiol concentration was lower in
goats fed with urea compared with those without urea (P<0.05), but
progesterone concentration did not differ among animal from treatments
(P>0.05), and the follicular testosterone concentration was lower in the control
animals (P<0.05). The FF glucose and urea concentration were higher in the
animals treated with 2.4% of urea (P<0.05). The plasma glucose and urea
concentration were affected by treatment with 2.4% UDM, and higher
concentration were observed in the animals treated in relation to those not
treated with urea in the diet. Pearson correlation was observed between plasma
glucose and urea and FF concentration, including high concentration observed
in FF in relation to plasma concentration in both metabolites. Urea
concentration in the diet may alter the hormone and some metabolites
concentration on FF profile related to steroidogenesis and oocyte metabolism.

Key words: goats, steroidogenesis, follicular fluid, blood metabolites
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INTRODUCAO

Para aperfeicoar a utilizagdo da aspiracdo folicular em termos de
numero e qualidade dos complexos cumulus oécitos (COCs) recuperados e a
competéncia para o desenvolvimento in vitro é necessario conhecer melhor a
fisiologia reprodutiva da fémea, principalmente no que diz respeito a
foliculogénese e seu controle endocrino.

A qualidade do odcito recuperado é determinada, entre outras
caracteristicas, pela presengca ou auséncia de células do cumulus. O papel
destas células no desenvolvimento completo da competéncia dos odcitos é
investigado ha bastante tempo (LEIBFRIED e FIRST, 1979). Assim, tem se
demonstrado que ndo ha maturagdo ou esta ocorre em menor escala, quando
as ceélulas do cumulus s&o removidas antes dos oocitos serem maturados in
vitro (GONCALVES et al., 2002).

Estudos recentes tém revelado relagbes entre nutricdo e melhora da
fertilidade de ruminantes nos periodos em que a sensibilidade aos fatores
nutricionais € maior, como na produgao de gametas (ROBINSON et al., 2006).

Aliado a isso, com a utilizagdo cada vez maior das biotecnologias da
reproducdo na espécie caprina e frente a demanda de menores custos de
producgao, a inclusdo de uréia na dieta de doadoras de odcitos poderia ser uma
medida econbmica, desde que nao se observa efeitos deletérios sobre o
desenvolvimento e maturacao de odcitos e também sobre a qualidade futura do
embrido formado, apés a fecundagéo.

Uma das maneiras de se verificar o desenvolvimento normal de odcitos
seria por meio de estudos das concentragdes dos hormdnios e metabdlitos do
fluido folicular, que prové um micro-ambiente para o curso normal de
desenvolvimento destes. As concentragbes de alguns constituintes do fluido
folicular podem estar relacionadas a aquisicdio da competéncia do
desenvolvimento pelo odcito. A progesterona e o estradiol do fluido folicular,
produzidos pelas células somaticas dos foliculos, sdo os dois maiores
reguladores do desenvolvimento folicular e sua atresia. A atresia tem sido
caracterizada pelo aumento das concentragbes de progesterona e decréscimo
na producao de estradiol pelo foliculo (IRELAND e ROCHE, 1982; IRELAND e
ROCHE, 1983; SPICER et al., 1987). Contrariamente, foliculos sadios tém alta
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concentragdo de estradiol e baixa progesterona (HAZELEGER et al., 1995).
Portanto, as variagdes nas concentracoes destes esterdides no fluido folicular
indicam mudancas na taxa de producgao pelas células foliculares, que também
podem ter efeitos nos odcitos.

Outra maneira de se verificar o desenvolvimento normal dos odcitos
seria por meio do seu cultivo em sistemas in vitro em meios propicios que
provessem condigdes para o desenvolvimento até a fertilizagdo e bom
desenvolvimento dos embrides. Para tal o conhecimento da composi¢cdo do
fluido folicular ovariano se faz necessario, visto que, esse é responsavel por
manter o desenvolvimento da meiose, protecao contra a protedlise, extrusao do
oo6cito durante a ovulagdo, aumento da atracdo espermatica, motilidade e
reacdo do acrossoma além de agir como tampao contra efeitos hematologicos
adversos (ORClI et al., 2005).

Ruminantes alimentados com dietas que continham excessiva
quantidade de proteina e uréia ou que foram infundidos com uréia ou aménia
apresentaram alteracbes das composigdes idbnica, hormonal e metabdlica dos
fluidos do utero e do oviduto (ELROD et al., 1993; ELROD e BUTTLER, 1993;
KENNY et al., 2002; RHOADS et al., 2004). Poucos trabalhos relacionaram os
efeitos destas dietas sobre o ambiente folicular (SINCLAIR et al., 2000;
HAMMON et al., 2000; HAMMON et al., 2005), sendo a maioria destes
relacionadas a concentragdo de aménia no fluido folicular de vacas.

A determinacgdo das concentragdes dos constituintes do fluido folicular e
suas correlagdes com as concentragcdes séricas dos mesmos constituintes
sanguineos s&0 necessarios, pois como o conteudo sérico € em parte uma
extensao dos constituintes foliculares e de compostos produzidos localmente, a
mensuracdo de um desses fluidos poderia refletir indiretamente na
determinacdo de outro. Além disso, o maior conhecimento do ambiente onde o
oocito se desenvolve pode ser um indicativo da atividade das células foliculares
(GERARD et al., 2002).

Assim, objetivou-se avaliar se a inclusdo de uréia na dieta (2,4% da
matéria seca total) teria efeito sobre as concentragbes metabolicas e
hormonais do fluido folicular e ainda relacionar estas alteracbes com as

concentragdes plasmaticas de glicose e de uréia.
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MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado na Fazenda Agua Limpa, municipio
de Piau-MG, no periodo de junho a julho de 2006, durante a estacédo de
acasalamento natural das cabras.

Foram utilizadas cabras (n=10) da raga Saanen, ndo gestantes, nao-
lactantes, nuliparas, primiparas e multiparas com 55,60 + 30,8 meses, 52,4 +
7,12 kg e 2,12 + 1,2 ECC, divididas em dois tratamentos em funcédo da
concentragédo de uréia na MS da dieta. O tratamento 1 (controle, n=5 cabras),
recebeu dieta a base de feno de capim Tiffton 85 (Cynodon spp) e concentrado
formulado com 0% de uréia na matéria seca total da dieta (UMS). O tratamento
2 (2,4% UMS, n=5 cabras) recebeu o mesmo volumoso e concentrado com
24% de UMS da dieta, com adaptacdo semanal as concentragcdes
intermediarias de uréia (Tabela 1). A relacdo dos animais, data de nascimento,
peso e ECC sio apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Adaptacao semanal dos animais as dietas experimentais.

Tratamento Sem. 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Sem. 5 até
(adaptacédo) (adaptagédo) (adaptagéo) a aspiracao

T1 0 %UMS 0 %UMS 0 %UMS 0 %UMS 0 %UMS

T2 0 %UMS 1,0 %UMS  2,0%UMS 2,4%UMS 2,4%UMS

Tabela 2. Relacédo dos animais experimentais, idade, peso e ECC.

Cabra Data de Peso (kg) ECC (0ab) Tratamento
nascimento
0018 31/12/00 49,00 1,25 T
0029 31/12/97 51,60 1,25 T
2283 17/06/02 67,20 3,50 T
4444 14/09/04 47,40 3,50 T
97014 31/12/97 49,20 1,25 T1
0022 31/12/97 50,10 1,50 T2
0023 31/12/00 56,00 1,25 T2
2328 11/09/02 50,10 2,75 T2
5483 30/04/05 46,20 3,25 T2
97004 31/12/97 49,20 1,25 T2
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Os animais foram manejados em grupo, instalados em baia coberta,
com de piso ripado de 5m?, providas de comedouro, bebedouro e cocho para
sal mineral.

Dietas a base de feno de capim Tiffton 85 (Cynodon spp) e concentrado
foram calculadas para serem isoenergéticas e isoprotéicas (1,4 Mcal/Kg MS e
14% PB/Kg MS) e conter 14 % da proteina total na forma de nitrogénio ndo
protéico (NNP). As porcentagens de NNP advindas da uréia em relacdo a
proteina total da dieta foram de 0%, 13%, 26% e 39,25% para as dietas com
0%, 1,0%, 2,0% e 2,4% respectivamente. Detalhes da composi¢cao da dieta sdo
apresentados na Tabela 3.

A alimentagao foi fornecida duas vezes por dia, as 7:30 e 16:30 hs na
forma de mistura completa, sendo a quantidade ajustada diariamente para
permitir 10% de sobras. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum.

A composi¢cdo bromatolégica do feno e dos ingredientes utilizados nas
dietas experimentais pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 3. Composi¢cdo percentual dos ingredientes utilizados nas dietas
experimentais (com base na MS)

Tratamentos (% UMS da dieta)

Ingredientes 0 1,0 2,0 2,4
Feno de capim Tifton 52 53 52 53
Fuba de milho 4 9 12 22,5
Farelo de soja 12 7 3 0
Farelo de trigo 27 27 27 18,2
Bicarbonato 1 1 1 1
Nucleo 1 1 1 1
Uréia 0 1 2 2,4
Calcareo 3 3 3 2,3
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Tabela 4. Analise bromatolégica dos ingredientes utilizados nas dietas

experimentais (' % na MS)

Ingredientes

Feno de Capim Fuba de Farelo de Farelo de
Tifton milho trigo soja
MS (%) 91,75 86,94 87,15 88,35
PB’ 6,53 7,19 13,81 48,78
EE’ 0,86 3,55 3,38 2,09
Lignina’ 6,16 1,16 4,0 1,33
FDN' 70,28 20,54 37,81 12,55
FDA' 39,79 4,08 13,52 9,86
CHOT' 87,49 87,89 77,27 42,67
NDT' 55,62 87,24 72,43 81,54
Cinzas' 5,12 1,38 5,54 6,47
ca' 0,42 0,03 0,22 0,34
=X 0,17 0,25 1,00 0,58

CHOT = 100 — (%PB + %EE + %Cinzas)

As cabras tiveram seus ciclos estrais sincronizados com esponja
intravaginal contendo 60 mg de acetato medroxiprogesterona (Progespon”)’
por 10 dias e 125 pg de cloprostenol (CiosinD)16 48 horas antes da remocéo da
esponja. A esponja foi removida imediatamente antes do procedimento de
aspiracao folicular. Em adi¢cao, o desenvolvimento folicular foi estimulado com
70 mg de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V")"" e 300 Ul de eCG (Novormon")'®, via
i.m., administrados 36 horas antes da aspiragao folicular (BALDASSARE et al.,

2003) (Figura 1).

15 Sintex

'® Coopers

'7 Bioniche, Importado por Tecnopec LTDA, SP, Brasil.
¥ Sintex
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folicular
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Adaptacéao 2,4% uréia MS da dieta

Figura 1. Esquema da sincronizagdo do ciclo estral e estimulagdo ovariana

para aspiracao folicular.

Apds jejum hidrico e alimentar de 24 h, os animais receberam, como
medicacdo pré-anestésica, realizada 10 minutos antes do inicio dos
procedimentos, 1 mL/100kg/i.m. de acepromazina a 1% (Acepran®)' e, em
seguida procedeu-se a aplicagdo de lidocaina 2% sem vaso constritor
(Lidovet®)?°, 2 mL/animal, epidural. Apés a sedagdo, a fémea foi colocada em
maca cirurgica apropriada, e posicionada em Trendelenburg, contida nas patas
dianteiras e traseiras. No campo cirurgico, regido do abdome cranial ao ubere,
foi feita tricotomia e anti-sepsia com tintura de iodo, e em seguida, a anestesia
local infiltrativa com 20 mL de cloridrato de lidocaina 2% com vaso constritor
(Lidovet®)?', na regido periférica a linha branca (Figura 2a). Em seguida fez-se
a incisdo de 10 cm na linha branca até a abertura do peritbneo, para exposi¢cao
do ovario e aspiragédo folicular (Figura 2b). Foram administrados Flunixin-
Meglumime (Banamine®)?, 1,1 mg/kg p.v., 10 min antes do procedimento de

laparotomia. Apos a cirurgia foram administrados cloridrato de oxitetraciclina,

1% Univet S.A. Industria Veterinaria, SP, Brasil.
20 Bravet, RJ, Brasil.

2! Bravet, RJ, Brasil.

** Schering Plough Veterinaria
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(Terramicina LA®)*, 1 mL/10 kg p.v., em duas aplicacdes com intervalo de 3

dias. Apos as aspiragdes os ovarios foram banhados com soro fisiolégico e

)24

aplicou-se heparina gel (Trombofob®)?* a fim de evitar futuras aderéncias.

Figura 2. Passos para a coleta do fluido folicular.

As aspiragbes para a colheita do fluido folicular foram realizadas uma
vez em cada animal e os dois maiores foliculos presentes em cada ovario
(Figura 2b) foram aspirados com auxilio de seringa descartavel de 5mL, sem
émbolo de borracha, acoplada a agulha hipodérmica de 22G1 (BD®)® (Figura
2c). O fluido recolhido foi transferido para tubos estéreis (Figura 2d) mantidos
em banho de gelo até a sua centrifugagdo a 894 G por 15 minutos em

centrifuga laboratorial refrigerada a 5 °C. O sobrenadante foi aspirado sob

2 pfizer Saude Animal
24 Knoll Produtos Quimicos e Farmacéuticos. Ltda.
% BD — Juiz de Fora, Brasil.
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banho de gelo e acondicionado em tubos eppendorfs estéreis, os quais foram
armazenados a -20 °C, até a realizagdo das andlises de progesterona,
testosterona, estradiol, glicose e uréia. As anadlises foram realizadas no
Laboratério de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFV. Utilizando-se de metodologia enzimatica-colorimétrica, as
analises dos metabdlitos descritos foram efetuadas no equipamento de
dosagens multiparamétrico e automatico de Bioquimica Alizé?®® (Figura 3a),
segundo as recomendacdes dos kits comerciais da marca Bioclin®’. Os
horménios descritos foram determinados por quimioluminescénca® (Figura 3b)
pela técnica imunoenzimatica, utilizando-se de kits comerciais da marca
Beckman Coulter INC®.

e

a
Figura 3. Equipamentos utilizados para as dosagens hormonais e metabdlicas

do sangue e do fluido folicular.

Amostras de sangue foram coletadas no dia da aspiragao folicular por
puncédo da veia jugular em tubos de vidro de coleta a vacuo, com EDTA ou
Fluoreto, respectivamente, para dosagem de uréia e de glicose no plasma. O
sangue coletado foi acondicionado em banho de gelo e centrifugado a 2739 G
por 15 minutos a 5 °C, o sobrenadante foi aspirado e armazenado em tubos

2 Biomérieux, USA.

%" Glicose Monoreagente K082, Uréia Cinética K056, - Bioclin® fabricado por Quibasa Quimica
Basica, MG, Brasil.

% Access® - USA
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eppendorfs estéreis, a -20 °C até as andlises. As analises de glicose e uréia
foram realizadas no Laboratério de Biofarmacos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. Utilizando-se de metodologia
enzimatica-colorimétrica, as analises dos metabdlitos descritos foram efetuadas
no equipamento de dosagens multiparamétrico e automatico de Bioquimica

Alizé (Figura 3a), segundo as recomendacdes dos kits da marca Bioclin®.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa SAEG 8.0 (UFV, 1997). Foi
realizada a analise de variancia e utilizado o teste SNK para comparagéo de

médias entre os tratamentos, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais utilizados apresentaram resposta ao tratamento
superestimulatério, confirmado por meio da visualizacdo de foliculos na
superficie dos ovarios.

As concentragdes hormonais do fluido folicular analisado encontram-se
na Tabela 5. As concentragdes intra-foliculares de estradiol foram menores no
tratamento com 2,4% de UMS em relagdo ao tratamento com 0% UMS
(P<0,05). As concentragbes intra-foliculares de progesterona n&o foram
influenciadas pelos tratamentos (P>0,05) e as concentragbes de testosterona
foram maiores no tratamento com 2,4% de UMS (P<0,05). A relagdo
estradiol:progesterona (ETP) foi maior no tratamento com 0% de UMS em
relagdo ao tratamento com 2,4% de UMS (P<0,05). Da mesma maneira, a
relagcdo estradiol:testosterona (ETT) foi maior no fluido folicular de cabras
alimentadas com 2,4% de UMS (P<0,05).
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Tabela 5. Concentragdes hormonais (média + desvio padréo) do fluido folicular

de cabras alimentadas com uréia

. _ Concentragdes de uréia (%MS)
Hormonios e suas relagcdes

0% 2,4%
Estradiol (ng/mL) 4,97 +0,18° 4,02+0,16°
Progesterona (ng/mL) 2,48 + 0,582 3,37 £ 0,522
Testosterona (ng/mL) 1,17 £ 0,48° 3,20 £ 0,432
Taxa Estradiol/Progesterona 4,24 1,19
Taxa Estradiol/Testosterona 1,56 1,25

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem a 5% pelo teste SNK

O fluido folicular forma o ambiente bioquimico do odcito antes da
ovulagdo, o qual fica contido em um compartimento avascular do ovario de
mamiferos, separado do estroma peri-folicular ovariano pela parede folicular,
que constitui a barreira hemato-folicular. Mudangas nas concentragdes
hormonais e metabdlicas deste ambiente podem refletir na qualidade do odcito.

As concentragbes de alguns constituintes particulares do fluido folicular
pode ser relacionada a aquisicdo da competéncia do desenvolvimento pelo
oocito. A progesterona do fluido folicular e o estradiol, produzidos pelas células
somaticas dos foliculos, sdo os dois maiores reguladores do desenvolvimento
folicular e atresia. A atresia tem sido caracterizada pelo aumento das
concentragbes de progesterona e decréscimo na producdo de estradiol pelo
foliculo (IRELAND e ROCHE, 1982; IRELAND e ROCHE, 1983; SPICER et al.,
1987). Contrariamente, foliculos sadios tém alta concentracdo de estradiol e
baixa de progesterona. Entdo, conforme pode ser observado na Tabela 5,
foliculos provenientes de ambiente folicular com maior concentragdo de
estradiol e menor concentragdo de progesterona do tratamento sem uréia tem
indicios de serem mais saudaveis que aqueles onde estas concentragbes sao
mais elevadas, como no caso daqueles provenientes dos animais alimentados
com 2,4% de UMS.

Sabe-se também que o estradiol é responsavel pela promocgao da
expresséo de receptores de FSH e de LH, aumentar a atividade da aromatase

e sintese de IGF-1 pelas células da granulosa. Assim, a diminuicdo da
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concentragao de estradiol no fluido folicular de oécitos de animais alimentados
com uréia na dieta pode ser um indicativo que algum desses mecanismos seria
afetado e poderia levar ao desenvolvimento de um odcito de baixa qualidade.

Por outro lado, SINCLAIR et al. (2000) ndo observaram efeitos do
fornecimento de dietas geradoras de alta e baixa concentragcdo de amodnia
plasmatica a novilhas, sobre as concentragbes de estradiol no fluido folicular
apos 17 dias de fornecimento destas dietas. Entretanto as concentracdes de
progesterona intra-foliculares foram maiores nos animais alimentados com
dieta que promoveu uma alta concentragdo de amoénia plasmatica em relagao
aqueles de baixa ambnia plasmatica. Concomitante, foram observados poucos
oo6citos que se desenvolveram ao estadio de blastocisto apés maturacéo,
fertilizagdo e cultivo in vitro provenientes de animais que apresentaram altas
concentragdes de amodnia circulante.

Para WEHRMAN et al (1993), citados por O'CALLAGHAN et al. (2000)
baixas taxas de concepcéao foram verificadas e atribuidas a qualidade do odcito
que se desenvolveram em presenga de baixas concentragdes de progesterona
e alta de estradiol.

Concentragdes de progesterona e de LH nos periodos pré e peri-
ovulatorios fora dos padrdes considerados normais sao responsaveis por
alteracdes na maturagao do odcito. Apesar de ndo se ter observado diferengas
nas concentragdes de progesterona entre os animais dos tratamentos deste
estudo, observa-se que para os animais alimentados com 2,4% de UMS, uma
tendéncia no aumento das concentragdes intra-foliculares deste horménio.
Ainda sao escassos os trabalhos relativos aos efeitos de concentracdes de
uréia na dieta sobre as concentragdes de hormdnios intra-foliculares
relacionados a esteroideogénese.

As concentracbes de testosterona encontradas no presente estudo
indicaram que animais alimentados com 2,4% de UMS podem possuir uma
menor atividade de esteroideogénese, provavelmente relacionada a ineficiéncia
da enzima P450scc, a qual é responsavel pela conversdo da testosterona em
estradiol nas células da granulosa, sob estimulo do FSH. Sendo que, esta
conversao refletiu na menor concentracdo de estradiol nos foliculos dos
animais alimentados com 2,4% de UMS. O que também poderia ser
relacionado ao maior numero de receptores de LH nas células da teca o que
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promoveria uma maior concentragdo de testosterona no fluido folicular dos
animais alimentados com 2,4% de UMS.

Tem sido sugerido que o potencial de desenvolvimento de odcitos
humanos é intimamente relacionado a razdo estrégeno:androgeno no fluido
folicular, em relagdo somente a concentracdo absoluta de estrégeno
(ANDERSEN, 1993). Esta mesma razdo serve como parametro para distinguir
foliculos sadios de foliculos em processo de atresia com didmetro maior que 6
mm (SEIBEL et al., 1989). Foliculos sadios contém uma ETT significativamente
maior em relagdo aqueles atrésicos (FUKUDA et al., 1995).

As concentragbes de N-uréia e de glicose no fluido folicular foram
influenciadas pela adigdo de uréia na dieta (P<0,05) (Tabela 5). Maiores
concentragdes intra-foliculares destes, foram observadas em fluido folicular de
animais alimentados com 2,4% de UMS (P<0,05).

Tabela 6. Concentragdes de metabdlitos (média + desvio padrdo) do fluido

folicular de cabras alimentadas com uréia

Concentragdes de uréia (%MS)

Metabolitos
0% 2,4%
Glicose (mg/dL) 84,78 + 5,58° 91,44 + 3,60°
N-Uréia (mg/dL) 18,00 + 2,35° 23,04 + 1,062

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem a 5% pelo teste SNK

Os foliculos sdo capazes de isolar os odcitos de concentragdes baixas
de glicose. Nas células do cumulus, a glicose é primariamente convertida pela
via glicolitica em piruvato e lactato, os quais sdo responsaveis pela produgao
de ATP (SUTTON et al., 2003). No odcito, entretanto, a glicose é
predominantemente utilizada pela via da pentose fosfato para a sintese de
DNA e RNA (SUTTON et al., 2003). Apesar deste relativo nivel de utilizacdo, a
glicose é uma molécula indispensavel durante a maturacdo do odcito,
especialmente por causa da atividade da via da pentose fosfato, sendo que a
glicdlise (producédo de ATP), € envolvida no progresso da meiose e critica para
a capacidade de desenvolvimento do odécito (CETICA et al., 2002; SUTTON et
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al., 2003). A adicdo de glicose aos meios de maturagdo in vitro aumenta a
expansdo das células do cumulus, a maturagdo nuclear, a clivagem de
embrides e o desenvolvimento de blastocistos (KRISHER e BAVISTER 1998;
SUTTON-McDOWALL et al. 2004; BILODEAU-GOESEELS 2006).

Entretanto, o aumento das concentragcbes de glicose in vivo e in vitro
aumenta a produgao de ATP nas células do cumulus, devido a utilizacdo de
glicose pela via dlicolitica, e contribui para redu¢do da maturagdo do odcito
(COLTON et al., 2002).

BAREJ e HARMEYER (1979) citados por VISEK (1984) sugeriram que a
amoénia tem um efeito inibitério sobre a secrecao das células B-pancreaticas,
responsaveis pela secregcéo de insulina. Assim, devido a este efeito inibitério a
glicose estaria disponivel na circulagdo e n&do estaria sendo utilizada pelos
tecidos para geracéo de ATP.

As concentragbes de glicose intra-foliculares sdo maiores que as
concentragbes séricas (LEROY et al., 2004), apesar de haver um grande
consumo deste pelas células foliculares e pelo odcito. A glicose tem um
importante papel no metabolismo ovariano como um todo, devido ser a maior
fonte de energia para o ovario, possivelmente metabolizada pelo ovario pelas
vias anaerdbicas, levando a formagao de lactato. As concentragdes de glicose
tém sido correlacionadas positivamente com o didmetro do foliculo em cabras
(THAKUR et al., 2003), ovelhas (NANDI et al., 2007) e vacas (LEROY et al.,
2004; LANDAU et al., 2006).

Concentragdes plasmaticas de N-uréia = 20 mg/dL foram relacionadas a
maiores concentragcdes de N-uréia no fluido folicular, em relagdo aquelas com
concentragbes plasmaticas < 20 mg/dL (HAMMON et al., 2005). De WIT et al.
(2001), encontraram menor propor¢do de oocitos que foram fertilizados,
clivaram e de embrides que se desenvolveram quando 6mM de uréia foi
adicionada ao meio de maturagdo. OCON e HANSEN (2003) encontraram uma
menor propor¢cao de odcitos bovinos que se desenvolveram a blastocistos
quando 7,5 mM de uréia foi adicionado ao meio de maturagdo. Da mesma
maneira, FERREIRA (2007) encontrou diminuigdo da taxa de eclosdo de
oocitos cultivados e inseminados in vitro, advindos de novilhas alimentadas

com 75¢g de uréia sem previa adaptagéo.
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O desenvolvimento normal de oodcitos se da pelo ambiente que o
circunda, e assim, caso niveis inapropriados de alguns metabdlitos se
elevassem neste ambiente o desenvolvimento do odécito poderia ser
comprometido. Ou ainda, o crescimento das células foliculares dependente de
gonadotrofinas €& necessario para o crescimento do foliculo e ovulagéao, o qual
também é controlado por fatores locais produzidos em processos autocrinos e
paracrinos (KNIGHT & GLISTER, 2003) envolvendo comunicagao entre o
oocito e as células somaticas; estes processos, entretanto, podem ser
modificados pelo ambiente folicular. Elevacdes nas concentragcdes de uréia no
fluido folicular foram descritas em bovinos e foram relacionadas ao tamanho do
foliculo e também ao estado nutricional da fémea (SINCLAIR et al., 2000;
LERQY et al., 2004; HAMMON et al., 2005).

A concentragdo de amoénia no fluido folicular de bovinos foi relacionada
ao tamanho do foliculo e esta diminuiu com o aumento do didametro do mesmo
(HAMMON et al., 2005) o que pode indicar um modelo dindmico da
concentragdo de amébnia no desenvolvimento de foliculos, relacionado ao
desenvolvimento de od6citos imaturos em um ambiente que contém
concentragbes elevadas de ambnia maiores que a maioria das células
somaticas.

Elevadas concentracbes de aménia no fluido folicular pode indicar
foliculos em estadio de atresia, entretanto esta hipotese foi rejeitada por
HAMMON et al. (2005) que utilizou fluido obtido de foliculos advindos de
ovarios de animais sem nenhum tratamento com uréia. Segundo FORTUNE
(1994) que revisou o desenvolvimento de foliculos bovinos, indicou que
foliculos de maior diametro tém maiores propor¢des de atresia em relagao a
foliculos de menor diametro. Os mecanismos envolvidos na ineficiéncia
reprodutiva de animais com elevada concentragdo de amdnia circulante séo
desconhecidos, mas a amodnia nos fluidos reprodutivos, devido a elevada
concentragdo de proteina na dieta ou da elevada concentragdo de nitrogénio
nao protéico, podem estar relacionados (VISEK, 1984).

Além disso, POWELL et al. (2006) concluiram que os efeitos do
metabolismo do nitrogénio materno anterior a recuperagdo dos zigotos

influenciou o desenvolvimento fetal e a expressdo génica destes, o que

71



sustenta a hipotese que os efeitos do ambiente folicular e consequentemente
no oocito pode contribuir para a etiologia da sindrome da prole grande.

As concentragbes médias de glicose e de N-uréia no plasma no dia das
aspiragdes foliculares foram influenciadas pelos tratamentos (P<0,05) (Tabela
7). Nos animais alimentados com 2,4% de UMS foram observadas maiores
concentragbes plasmaticas de glicose e de uréia em relagdo aqueles né&o
alimentados (P<0,05).

Tabela 7. Concentragdes plasmaticas de glicose e uréia (média + desvio

padrao) de cabras alimentadas com uréia na dieta

Concentragdes de uréia (%MS)

Metabolitos
0% 2,4%
Glicose (mg/dL) 73,76 +7,73° 76,77 +5,90°
N-Uréia (mg/dL) 15,57 + 3,31° 17,18 + 3,212

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem a 5% pelo teste SNK

Concentragdes de uréia plasmaticas prejudiciais a fertilidade foram
citadas como sendo proximas ou maiores que 40 mg/dL ou de 19 mg/dL de
nitrogénio uréico plasmatico (FERGUSON et al., 1989; FERGUSON et al.,
1993; BUTTLER et al., 1996). O fornecimento de uréia na dieta tem resultado
em aumento da concentracdo sistémica deste metabdlico (KENNY et al., 2002;
DAWUDA et al., 2002; McEVOY et al., 1997; FAHEY et al., 2001; BISHONGA
et al., 1996). Entretanto, outros estudos que utilizaram concentragdes de uréia
intermediarias na dieta, ndo observaram efeitos sobre as concentracdes de
uréia plasmatica em vacas alimentadas com 0%; 0,7%; 1,4% e 2,1% de UMS
(OLIVEIRA, 2001) e cabras alimentadas com 0%; 0,7%; 1,4% e 2,24% de UMS
(ALVES et al., 2007) submetidas a tais dietas. Tal fato pode estar relacionado a
alta degradabilidade ruminal da fonte protéica utilizada nos concentrados, ou
devido a adaptacdo dos animais a altas concentragbes de uréia na dieta,
devido a alteragcdo na atividade dos microorganismos ruminais e também a
maior concentragdo das enzimas hepaticas relacionadas ao ciclo da uréia
(PAYNE e MORRIS, 1969, citados por JORDAN et al., 1983). Tais hipoteses
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nao corroboram com as diferengcas registradas nas concentragbes deste
metabalitos neste experimento.

As concentragbes de glicose foram relacionadas a qualidade dos
embrides no dia da coleta em cabras Alpinas alimentadas com 0; 0,7; 1,4 e
2,24% de UMS (ALVES et al., 2007), entretanto estas n&o diferiram entre os
tratamentos supracitados. Da mesma forma FERNANDEZ et al. (1997) nao
verificaram diferencas nos teores de glicose no plasma de cabras da raga
Alpina suplementadas com 1,43%; 1,77% e 2,86% de uréia na MS da dieta. Da
mesma forma, KENNY et al. (2002) relataram que a concentragéo de glicose
sistémica nao foi influenciada pelo fornecimento de 0 ou 240g de uréia/dia as
novilhas.

Contrariamente, McEVOY et al. (1997) verificaram que o fornecimento
de 30g de uréia/kg de alimento resultou em elevagdo do teor de glicose
plasmatica, comparado ao fornecimento de 2,5g de uréia/kg de alimento.

Por meio do perfil metabdlico é possivel estudar e corrigir doengas
metabdlico-nutricionais, monitorar a adaptacdo metabodlica e diagnosticar
desequilibrios da homeostase de nutrientes (GONZALEZ, 2000). Alguns
metabdlitos sanguineos sdo fortemente relacionados a qualidade dos gametas
e embrides produzidos, pois refletem o estado nutricional das doadoras. Dentre
estes se destacam a glicose e a uréia, pois um reflete o estado energético e o
outro o estado protéico dos animais.

Os valores clinicos de referéncia para as concentragdes de glicose e de
N-uréia plasmaticas para caprinos variam de 50 a 75 mg/dL e 10 a 20 mg/dL,
respectivamente (KANEKO et al., 1997), entretanto, valores de 21 a 60 mg/dL
de N-uréia foram citados por PUGH, 2005.

Foram observadas ainda, correlagdo positiva entre as concentragoes
plasmaticas de glicose e de N-uréia, onde o aumento ou diminuicdo na
concentragdo de um metabdlito foi acompanhado pelo aumento ou diminuicédo
na concentragao do outro (P<0,05; r= 0,93) entre as cabras alimentadas ou n&o
com uréia na dieta, respectivamente.

As concentragbes de uréia no plasma foram correlacionadas as
concentragdes foliculares deste metabdlico (P<0,05; r=0,83), e ainda, foram
observados maiores concentragdes foliculares em relacdo a concentragdes

plasmaticas (P<0,05). Da mesma forma, as concentragcbes de glicose no
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plasma foram correlacionadas as concentrag¢des foliculares (P<0,05; r=0,71) e
estas foram maiores no fluido folicular em relacdo as concentragdes

plasmaticas (P<0,05).
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CONCLUSAO

A adicdo de uréia na dieta de cabras altera a concentracdo de
horménios relacionados a esteroideogénese e metabdlitos relacionados ao

metabolismo embrionario.
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Classificagao dos foliculos ovarianos e aspectos morfolégicos de odcitos

em cabras doadoras de gametas alimentadas com uréia na dieta

RESUMO: Objetivou-se verificar os efeitos da adicdo de uréia na dieta sobre o
numero de foliculos presentes nos ovarios no momento da aspiragao folicular e
a qualidades dos odcitos recuperados. Cabras da raca Saanen, nao lactantes,
foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado e alimentadas
com dietas que provessem 0 (T1, n=5) e 2,4% (T2, n=5) de uréia na MS total
da dieta, apos periodo de adaptacdo a concentragdes intermediarias de uréia.
Os animais tiveram o ciclo estral previamente sincronizados e estimulados
antes da aspiragao folicular por laparotomia. Para sincronizagdo, esponjas
intravaginais contendo 60mg de acetato de medroxiprogesterona, foram
usadas por 10 dias e 125 ug cloprostenol administrado antes da remocgéo da
esponja. As esponjas foram removidas antes da aspiragao folicular. Em adigéo,
o desenvolvimento folicular foi estimulado com 70 mg de NIH-FSH-P1, im., e
300 Ul de eCG 36 horas antes da aspiragao folicular. O numero de foliculos
em cada classe de diametro nao foi influenciado pela concentragéo de uréia na
dieta (P>0,05), entretanto um maior numero de odcitos parcialmente desnudos,
desnudos e ou degenerados foi registrado para animais alimentados com uréia
na dieta (P<0,05).

Palavras-chave: cabras, foliculos, laparotomia, odcitos, uréia
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Ovarian follicle classification and morphological aspect of oocytes

on gamete donors goats feed with urea in the diet

ABSTRACT: The aim was to investigate the effects of urea addition to the diet
on follicle number in the ovary at follicular aspiration time and the recovered
oocyte quality. Saanen goats, non-lactating, was distributed in a entirely
randomized design and fed with diets with 0 (T1, n=5) and 2.4% (T2, n=5) of
urea in the total DM of the diet (n=5), after previous adaptation with
intermediary urea concentration. The animals had been previously
synchronized and stimulated before the follicle aspiration by laparotomy. For
synchronization, intravaginal sponge was used with 60 mg of acetate
medroxiprogesterona for 10 days and 125 ug cloprostenol 48 hours before the
removal of the sponge. The sponge was removed immediately before the
follicular aspiration. In addition, the follicular development was stimulated with
70 mg of NIH-FSH-P1, i.m., and 300 Ul of eCG was given at 36 hours before
the follicular aspiration. The follicles number in each diameter classification was
not affected by urea concentration in the diet (P>0.05), however a high number
of partially denuded, denuded and or degenerated oocytes was found in the
goats treated with urea in diet (P<0.05).

Key words: goat, follicles, laparotomy, oocytes, urea
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INTRODUCAO

A obtencdo dos odcitos € etapa fundamental para a realizacdo da
producéo in vitro de embrides em animais domeésticos e estes podem ser
colhidos in vitro de ovarios obtidos em abatedouros ou por ovariectomia, ou in
vivo por aspiragdo de foliculos utlizando-se métodos de Ilaparotomia,
laparoscopia ou via trasnvaginal guiada por ultra-som (ARMSTRONG et al.,
1997).

A taxa de producdao de embrides transferiveis in vitro pode ser
influenciada pela variagcdo dos odcitos selecionados para a maturacdo e ou
condigbes de cultura as quais os o00citos estdo sujeitos apos a coleta
(HAZELEGER et al., 1995).

A eficiéncia do sistema de producédo de embrides in vitro € influenciada
por diversos fatores, dentre os quais destacam-se, a qualidade das células do
cumulus (CC) e dos odcitos. Habitualmente, as equipes que realizam estas
técnicas empregam uma selecéo visual dos complexos do cumulus oophorus
(COCs). A qualidade morfolégica avaliada € indicativa de competéncia do
o0cito para a producao de embrides in vitro.

Os foliculos, juntamente com os seus COCs, sdo submetidos a varias
alteracgdes durante o ciclo estral e podem ativar diferentes mecanismos ligados
a sobrevivéncia e a morte das CC. Atualmente, vem sendo estudado os efeitos
nutricionais sobre a qualidade do odcito produzido e o reflexo sobre a producao
de embrides in vivo ou in vitro.

Dietas com grande quantidade de uréia e que sdo capazes de gerar
altas concentragbes de amdnia circulante aumentaram a segunda onda de
dominancia folicular, diminuiram a capacidade de odcitos inclusos em foliculos
pequenos e médios de clivarem quando fertilizados in vitro, e reduziram a
habilidade dos embrides clivados advindos de odcitos obtidos de foliculos de
diametro médio a se desenvolverem em cultura ao estagio de blastocisto
(SINCLAIR et al., 2000).

A maturacdo de odcitos pode ser prejudicada quando estes estdo em
meio com uréia, o que reflete na quantidade de oécitos que se tornam
blastocistos. De WIT et al. (2001) observaram que a adigdo de 6 mM de uréia

ao meio de maturagcdo acelerou a metafase I, inibiu a metafase Il, reduziu a
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taxa de fertilizacdo e diminuiu a proporgdo de odcitos que se tornaram
blastocistos. Entretanto OCON e HANSEN (2003) ndo observaram redug&o no
desenvolvimento de embrides clivados quando se usou 5 e 7,5 mM de uréia, e
ainda na concentragdo de 10 mM nao foram observados efeitos na maturagéo
e nem na clivagem ou desenvolvimento subsequente. Por isso, possivelmente
altas concentragdes de uréia podem disparar algum mecanismo compensatorio
no odcito que aumenta a resisténcia a toxidez por uréia, como por exemplo a
mudanc¢a no transporte de uréia pela membrana.

Objetivou-se verificar o efeito do fornecimento de uréia na dieta a cabras
nao-lactantes sobre a quantidade e a qualidade dos odcitos recuperados por
aspiracao folicular e sobre o numero de foliculos nos ovarios avaliados por

intervencéo cirurgica.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado na Fazenda Agua Limpa, municipio
de Piau-MG, no periodo de Junho a Julho de 2006, durante a estacdo de
acasalamento natural das cabras. Foram utilizadas cabras (n=10) da raga
Saanen, ndo-gestantes, ndo-lactantes, nuliparas, primiparas e mulitiparas, com
55,60 + 30,8 meses, 52,4 + 7,12 kg e 2,12 + 1,2 ECC, divididas em dois
tratamentos em funcédo da concentragao de uréia na MS da dieta.

Os animais foram manejados e alimentados em grupo conforme cada
tratamento, e adaptados de forma gradual a dieta com 2,4% de uréia, sendo
que semanalmente foram incluidos niveis intermediarios de uréia na dieta (O,
1,0 e 2,4% UMS).

Dietas a base de feno de capim Tiffton 85 (Cynodon spp) e concentrado
foram calculadas para serem isoenergéticas e isoprotéicas (1,4 Mcal/Kg MS e
14% PB/Kg MS) e conter 14 % da proteina total na forma de nitrogénio ndo
protéico (NNP). As porcentagens de NNP advindas da uréia em relacdo a
proteina total da dieta foram de 0%, 13%, 26% e 39,25% para as dietas com
0%, 1,0%, 2,0% e 2,4% respectivamente. Detalhes da composi¢ao da dieta sdo
apresentados na Tabela 2.
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A alimentagao foi fornecida duas vezes por dia, as 7:30 e 16:30 hs na
forma de mistura completa, sendo a quantidade ajustada diariamente para
permitir 5% de sobras. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum.

Tabela 2. Composicdo percentual dos ingredientes utilizados nas dietas

experimentais (com base na MS)

Tratamentos (% de uréia na MS da dieta)

Ingredientes 0 1,0 2,0 2,4
Feno de capim Tifton 52 53 52 53
Fuba de milho 4 9 12 22,5
Farelo de soja 12 7 3 0
Farelo de trigo 27 27 27 18,2
Bicarbonato 1 1 1 1
Nucleo 1 1 1 1
Uréia 0 1 2 2,4
Calcareo 3 3 3 2,3

Tabela 3. Analise bromatolégica dos ingredientes utilizados nas dietas
experimentais (' % na MS)

Ingredientes

Feno de Capim Fuba de Farelo de Farelo de
Tifton milho trigo soja
MS (%) 91,75 86,94 87,15 88,35
PB’ 6,53 7,19 13,81 48,78
EE' 0,86 3,55 3,38 2,09
Lignina’ 6,16 1,16 4,0 1,33
FDN' 70,28 20,54 37,81 12,55
FDA' 39,79 4,08 13,52 9,86
CHOT' 87,49 87,89 77,27 42,67
NDT' 55,62 87,24 72,43 81,54
CINZAS' 5,12 1,38 5,54 6,47
ca' 0,42 0,03 0,22 0,34
p’ 0,17 0,25 1,00 0,58
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As cabras foram sincronizadas com esponja intravaginal contendo 60
mg de acetato medroxiprogesterona (Progesponl] — Sintex) por 11 dias e 125
pg de cloprostenol (CiosinlJ — Coopers), i.m., 48 horas antes da remocgao da
esponja. A esponja foi removida imediatamente antes do procedimento de
aspiracao folicular. Em adi¢cao, o desenvolvimento folicular foi estimulado com
70 mg de NIH-FSH-P1 (Folltropin-VO — Vetrepharm) e 300 Ul de eCG
(NovormonU — Sintex), via i.m., administrados 36 horas antes da aspiragéo
folicular (BALDASSARE et al., 2003). Detalhes dos dias e dos hormdnios

administrados podem ser visualizados na figura 1.

Aspiracao
folicular

Insergéo das

esponjas vaginais Remocéo das
esponjas vaginais

L RRRNEEL .
RN
-21-14 -7 O 8 17 17,5 19

\ )\
Y

Adaptacéao 2,4% uréia MS da dieta

Figura 1. Esquema da sincronizagao e estimulagdo ovariana para aspiragao

folicular.

Apos jejum hidrico e alimentar de 24 h, os animais receberam, como
medicacdo pré-anestésica, realizada 10 minutos antes do inicio dos
procedimentos, 1 mL/100kg/i.m. de acepromazina a 1%’ (Acepran - Univet
S.A.) e, em seguida procedeu-se a aplicagdo de lidocaina 2% sem vaso
constritor (Lidovet), 2 mL/animal, epidural. Foram administrados Flunixin-
Meglumime (Banamine), 1,1 mg/kg p.v., antes do inicio da intervencao
cirurgica. Em seguida a fémea foi colocada em maca cirurgica apropriada, e
posicionada em Trendelenburg, contida nas patas dianteiras e traseiras. No
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campo cirurgico, regido do abdome cranial ao ubere, foi feita a tricotomia e anti-
sepsia com tintura de iodo, e em seguida, a anestesia local infiltrativa com
20mL de cloridrato de lidocaina 2% com vaso constritor (Anestésico Bravet).
Na regido periférica da linha alba, foi feita uma incisdo de 15cm até a abertura
do peritdneo, por onde se realizou a laparotomia exploratéria de ovario, para
aspiracgao folicular.

Inicialmente a exposicdo ovariana, e antes da aspiragdo, todos os
foliculos foram contados e estimados. Os dois maiores foliculos presentes em
cada ovario, tiveram seu fluido folicular aspirado, para determinacdo de
hormbnios e metabdlitos. Antes do inicio das aspiracbes os ovarios foram
examinados e o numero de foliculos visiveis na superficie ovariana de cada um
foi registrado. As aspiragbes foram realizadas por um unico assistente, os
ovarios foram imobilizados com gaze estéril para facilitar a manipulagéo
durante as segdes. Os foliculos foram aspirados com seringa hipodérmica de 5
mL sem latex de borracha e agulha hipodérmica de 22G1? (BD Juiz de Fora)
(Figura 2a). O conteudo das seringas foi disposto em tubos plasticos estéreis
de 15 mL® (BD — Juiz de Fora) (Figura 2b), contendo solugdo de 40 mL de
DPBS (Nutricel®)* acrescidos de 100uL de heparina (Liquemine®)*® e 500 pL
de soro fetal bovino (SFB), até a sua classificagédo (Figura 2b). O transporte até
o laboratério foi realizado em camara mantida a temperatura de 39 °C (Figura
2b).

29 Nutrientes Celulares, SP, Brasil.
% Roche, SP, Brasil.
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Figura 2. Etapas da coleta dos odcitos.

Ao final das laparotomias os ovarios foram umedecidos com heparina
(Trombofob®)*', e administrado nas fémeas cloridrato de oxitetracyclina,
(Terramicina LA), 1 mL/10 kg p.v., i.m..

No laboratério de reproducdo animal da Embrapa Gado de Leite,

distante 20 minutos do local das pungdes, o conteudo dos tubos com os odcitos

1 Knoll Produtos Quimicos e Farmaceuticos. Ltda.
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(Figura 2c) foi cuidadosamente lavado em um filtro de coleta de embrides com
malha de 80u (Milipore®). Os complexos ctimulos-oécitos foram transferidos
para placas Petri e levado a observagcdo em estereomicroscopio (Olympus®)
(Figura 2d) em aumento de 50x para classificagdo conforme (COSTA, 1994),
Quadro 1, com algumas modificagbes. Foram utilizados como critérios de
avaliacdo a presenca de células, o numero de camadas e o grau de expanséo
das células do cumulus, e o aspecto do citoplasma quanto a cor,
homogeneidade e integridade (Figura 2e e 2f).

Quadro 1. Critérios para a classificagcdo morfologica dos complexos cumulus-
oocitos recuperados

Categoria Descrigéao

Grau | Complexos cumulus-o6citos compactos apresentando mais de trés
camadas de células do complexo cumulus, oécito com citoplasma
escuro e homogéneo ou apresentando pequenas irregularidades.

Grau ll Complexos cumulus-oécitos compactos apresentando menos de trés
camadas de células do cumulus, obécito com citoplasma escuro e
homogéneo ou apresentando pequenas irregularidades.

Parcialmente Odcitos apresentando areas inferiores a um tergo de sua superficie sem

desnudos células da granulosa.

Desnudos efou Odcitos apresentando a maior parte ou a totalidade de sua superficie

degenerados sem células da granulosa e/ou apresentando sinais evidentes de
degeneragdo, como vacuolizagdo intensa ou desintegracdo do
citoplasma.

Expandidos Complexos cumulus-o6citos apresentando expansdo das células do
cumulus-o6cito, com aumento do volume total e aspecto gelatinoso

Zona pelucida Zona pelucida rompida, sem o conteudo citoplasmatico.

Fonte: COSTA (1994).

Para cada categoria descrita no Quadro 1, a colorag&o do citoplasma foi
classificada em A e B, sendo A aqueles que apresentaram citoplasma escuro e
homogéneo, e B aqueles que apresentaram pequenas alteragdes de coloragéo,

desuniforme e presencga de vacuolos (VIANA, comunicado pessoal).
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa SAEG 8.0 (UFV, 1997). Foi
realizada a analise de variancia e utilizado o teste SNK para comparagéo de

médias entre os tratamentos, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero total de foliculos e a sua divisdo em cada categoria conforme
seu diametro no momento da aspiracao folicular esta ilustrado na Tabela 3.

Nenhum desses parametros avaliadas foi influenciada pela alimentagéo
com 0 ou 2,4% de UMS (P>0,05). Embora se tenha observado maior numero
de todas no tratamento com 2,4% de UMS.

Tabela 3. Numero (n°) médio de foliculos visualizados em cada categoria de
diametro de cabras alimentadas ou ndo com 2,4% de UMS

Concentracao de uréia na dieta (%MS)

Parametros 0 2,4
n? de foliculos visualizados 10,2+2,8 142+45
diametro do maior foliculo 0,62+0,13 0,67 £ 0,22
n® de foliculos = 9 mm 0,40 + 0,54 0,75+ 0,95
n° de foliculos com 6-8 mm de didmetro 0,60 + 0,89 1,00 £ 1,15
n° de foliculos com diametro <5 mm 9,2+3,0 125+4.4

GARCIA-BOJALI et al. (1994), nado observaram diferencas no
desenvolvimento folicular de vacas alimentadas com alto teor de proteina bruta
na dieta, apesar da diferenga significativa entre os teores de n-uréia no plasma
dos animais alimentados com alta ou baixa proteina bruta. LAVEN et al. (2004)
nao observaram diferengas no tocante ao desenvolvimento folicular em vacas

alimentadas com 250 g de uréia/dia. Da mesma forma, ALVES (2005) n&o
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verificou diferengas no desenvolvimento folicular de cabras alimentadas com
concentragdes de uréia semelhantes a testada neste estudo. DAWUDA et al.
(2004) também n&o observaram efeito de dietas com diferentes
degradabilidades ruminais de proteina suplementadas com 250 g de uréia/dia,
sobre o numero de foliculos presentes nos ovarios em diferentes momentos da
sincronizagdo e antes da inseminagéo artificial, e do diametro do foliculo
ovulatorio. SINCLAIR et al. (2000) ndo observaram diferengas no numero de
foliculos de diametro pequeno e médio entre dietas que provessem alta ou
baixa concentragcdo de amobnia plasmatica, entretanto observou-se maior
diametro do maior foliculo dos animais alimentados com dietas que elevou as
concentragdes de amodnia plasmatica em relagdo aquelas que elevaram baixas
concentragoes.

A cabra possui uma populagdo folicular estimada ao nascimento de
aproximadamente 37.000 por ovario (BEZERRA et al., 1998) e um padréo
predominantemente de quatro ondas de crescimento folicular com ovulagéo na
quarta onda (GINTHER & KOT, 1994). Todavia durante a vida util de uma
fémea altamente produtiva, menos de 0,05% dos odcitos irdo se desenvolver
até gerar um descendente vivo (KEISLER, 1999). Isto significa que este animal
através de técnicas para a maxima obtencao de oécitos e de embrides, pode
produzir um numero muito maior de descendentes, durante a sua vida
reprodutiva, do que de forma natural. Sendo assim, a utilizacdo da aspiracao
folicular de fémeas alimentadas com uréia associada com as técnicas de
producao in vitro de embrides pode ser uma alternativa para se diminuir os
custos de producdo de embrides considerando o aspecto nutricional das
fémeas doadoras de odcitos.

A resposta ovariana encontrada neste estudo associado ao tratamento
de estimulacdo e a alimentagdo com uréia, ainda nado foram descritas em
caprinos efetivamente. Sabe-se que as respostas foliculares de ovarios sao
dependentes de varios fatores, dentre eles a idade da doadora (ARMSTRONG
et al., 1994). Odcitos obtidos por laparoscopia destes foliculos sdo capazes,
apdés serem submetidos a FIV, de se desenvolverem-se em cultivo, até o
estadio de blastocisto, entretanto o tratamento das doadoras com uréia pode

acarretar em prejuizos ao desenvolvimento normal destes.
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A qualidade e a proporgcdo de cada classe de odcito recuperado sao
expressas na tabela 4.

A maioria dos parametros de qualidade dos odécitos recuperados nao foi
influenciada pela concentragcdo de uréia na dieta (P>0,05) com excegédo dos
oocitos da classe parcialmente desnudo e desnudos e ou degenerados
(P<0,05) que foi recuperado em maior quantidade dos animais tratados com
2,4% de UMS. A qualidade dos odcitos recuperados de animais alimentados
com dietas que promovam aumento nas concentragdes circulantes de amdnia
ou uréia, ou o consumo excessivo de PB, ou ainda da suplementacgao direta de
uréia na dieta, ha muito tempo tem sido postulado como sendo prejudicial ao
desenvolvimento e qualidade dos embrides gerados. E, se tem afirmado que
estes efeitos poderiam ser manifestados antes da fertilizagdo, como a ovulagao
de odcitos de ma qualidade que n&o gerariam um embrido sadio apds a

fertilizagao.

Tabela 4. Classificagdo de odcitos quanto ao numero (n°) e percentagem (%)

de cabras alimentadas ou ndo com 2,4% de UMS

Concentracao de uréia na dieta (%MS)

Classificacado dos odcitos 0 2,4
n° % n° %

A Grau | 6 11,78 2 3,2°
A Grau Il 21 41,22 20 31,72
B Grau | 2 3,9° 4 6,3
B Grau Il 7 13,72 7 11,12
Parcialmente desnudos 8 15,7° 15 23,87
Desnudos e ou degenerados 7 13,7° 14 22,22
Expandidos e zona peltcida 0 0° 1 1,62
Total 51 100 63 100

Percentagens seguidas de letras minusculas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Embora n&o tenha apresentado diferenga estatistica o numero de

oocitos viaveis Grau | foi menor numérica e percentualmente nas cabras
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alimentadas com 2,4% de UMS em relacdo as que nao consumiram uréia.
(Tabela 4).

Na Tabela 5, podem ser observadas as médias dentro de cada classe
de qualidade.

Tabela 5. Média e desvio padrdo (Média + sd) dos odcitos obtidos e
percentagem (%) em cada classe de cabras alimentadas ou ndo com
2,4% de UMS

Concentracao de uréia na dieta (%MS)

Classificacédo dos odcitos 0 2,4
Média + sd % Média + sd %
A Grau | 1,20+ 1,09 11,7 0,50+0,57% 3,2
A Grau Il 420+216% 412 350+3,10% 31,7
B Grau | 0,40+0,54% 3,9 0,25+0,50% 6,3
B Grau Il 1,40+0,54% 13,7 1,75+1,25% 111
Parcialmente desnudos 1,60+0,54° 157 3,00 +2,00° 23,8
Desnudos e ou degenerados 1,40+0,89° 13,7 2,80+342% 222
Expandidos e zona pelucida 0 1 1,00 £ 0,45 1,6

Médias seguidas de letras minusculas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Testando a competéncia de complexos cumulus odcito de novilhas
submetidas a dieta com alta ou moderada PB, SINCLAIR et al. (2000)
obtiveram CCO de foliculos médios com menor competéncia a atingirem o
estadio de blastocisto que CCO provenientes de foliculos maiores de doadoras
com alto teor de aménia plasmatica. Da mesma maneira, FERREIRA (2007)
nao observou diferengas na qualidade de odcitos puncionados de novilhas
alimentadas com 7,5g de uréia por dia fornecidos 5 dias antes da aspiragao
folicular. Entretanto, os odcitos gerados do tratamento com uréia do estudo
anterior tiveram menor proporcdo de eclosdo de blastocistos totais quando
cultivados in vitro por 11 dias em relagdo aqueles oriundos de doadoras nao

alimentadas com uréia na dieta.
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Cabras sem raca definida submetidas ao mesmo protocolo de
superestimulagdo utilizado neste estudo e aspiradas semanalmente
apresentaram 94,87 e 86,7 % de odcitos viaveis, respectivamente para animais
adultos (n=10) e pré-puberes (n=10) na primeira aspiragdo por laparoscopia
(CORDEIRO 2006), sendo incluido nesta categoria oocitos de grau |, 1l e lll,
representados respectivamente por, CCO completo, mais de duas camadas de
células do cumulus e uma camada de células do cumulus (conforme
classificacédo derivada de LEIBRIFRIED & FIRST, (1979)). A média de odcitos
viaveis oriundos de cabras alimentadas com 0% de UMS registrado no
presente estudo € proxima aos valores anteriormente relatados. Entretanto o
numero de odcitos viaveis de cabras alimentadas com 2,4% de UMS néo sao
tdo proximo.

O estudo ultra-estrutural destes odécitos e das células foliculares podem
revelar informagdes importantes, pois poderdo esclarecer com mais detalhes
quais os efeitos impressos aos odcitos, células. E ainda, o cultivo desses
oocitos poderia fornecer com maior precisdo se a uréia adicionada a dieta
causasse um efeito sobre a capacidade de viabilidade deste, avaliada pela real
capacidade de maturagcdo, clivagem fertilizagdo e desenvolvimento

embrionario.

CONCLUSAO
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A alimentagdo com uréia ndo influencia a populagao folicular em animais
estimulados, entretanto um maior numero de odcitos parcialmente desnudos,
desnudos e ou degenerados aumenta quando recuperados em cabras da raga

Saanen.
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CONCLUSOES GERAIS
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O fornecimento de 2,4% de uréia na matéria seca da dieta para cabras
leiteiras das ragas Toggenburg e Saanen foram relacionados:

* A recuperagdo de embrides em estadio avangcado de
desenvolvimento, a diminuigdo no numero de foliculos com 5 mm
de diametro antes da coleta de embrides,

* As alteragdes nas concentragcbes hormonais relacionadas a
esteroideogénese e aos metabdlitos do fluido folicular,

* A elevagdo das concentragdes de glicose e de uréia no plasma,

» A recuperagao de odcitos desnudos, parcialmente desnudos e ou
degenerados.
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