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RESUMO

Na producéo in vitro (PIV) de embrides bovinos vérios fatores contribuem para as
variaveis na producado e qualidade dos odcitos e embrides. Avaliou-se o uso parenteral
de vitamina A (VA) e vitamina E (VE) na producdo de odcitos colhidos por aspiracédo
folicular (OPU) e embrides por producéo in vitro (PIV) em de vacas (n=22), sendo:
Simental (S) (n=2); Nelore (N) (n=4); Brahma (B) (n=5) e Gir (G) (n=11). Todos 0s
animais foram alocados na fase pré-tratamento (F1) (n=22) (ndo receberam vitaminas)
e 0S mesmos animais utilizados para a fase pos-tratamento (F2) (receberam 1.000.000
Ul de vitamina A e 1g de vitamina E). A primeira OPU foi na F1, logo em seguida foi
aplicado 1.000.000 Ul de VA e 1g de VE, e apés 12 dias realizou-se nova OPU para
fazer a F2. Os odcitos (CCO) foram maturados, fecundados e cultivados in vitro. As 44
OPU produziram 520 odcitos, 217 (F1) e 303 (F2), havendo efeito significativo, com
acréscimo de 86 odcitos, obtendo média e desvio padrédo 9,86+5,53 F1 e 13,77+2,0 F2,
(*p<0,0219). Quando separada as racas NBG (Nelore, Brahma e Gir) (n=20) houve
acréscimo de 95 odcitos, obtendo média e desvio padrdao 9,90+5,81 F1-NBG e
14,6519,44 F2-NBG, (*p<0,0085). As 44 PIV produziram 224 embrides, sendo 93 F1 e
131 F2, obtendo média e desvio padrdo 4,23+3,09 F1 e 5,95+4,05 F2, (*p<0,0228).
Quando separada as NBG a producao foi de 214 embrides, havendo acréscimo de 38
embrides, obtendo valores de 4,45+3,15 F1 e 6,25+4,09 F2, (*p<0,0285). Houve um
efeito significativo na quantidade produzida de odcitos (n=22) e od6citos NBG (n=20).
Houve efeito na producdo de embrides de todas as racas (n=22) e embrides NBG
(n=20). A suplementacdo com VA e VE aumentou o numero de odcitos totais (1,7+0,7);
oocitos NBG (1,8+0,8); embrides totais (3,9+1,6) e embrides NBG (4,7+1,6). A resposta
da F2 comparado com a F1 na producgdo de odcitos e embrides foi significativa quando
todas as racas estavam agrupadas e também quando foi agrupado apenas as Bos
taurus indicus (NBG). O uso das vitaminas A e E pode ser usada para maior

recuperacgao odcitaria e embrionaria em racas Zebuinas.

Palavras-chave: Recuperacdo de Odcitos. Desenvolvimento Embrionério. Vitamina A.

Vitamina E.



ABSTRACT

The in vitro (IVP) bovine embryos production has several factors that contribute to the
variables in the production and quality of oocytes and embryos. We evaluated the
parenteral use of vitamin A (VA) and vitamin E (VE) in the production of oocytes
collected by follicular aspiration (OPU) and embryos by in vitro production (IVP) in cows
(n = 22), where: Simmental (S) (n = 2), Nelore (N) (n = 4), Brahma (B) (n = 5) and Gir
(G) (n = 11). All animals were allocated in the pre-treatment (F1) (n = 22) (not receiving
vitamins) and the same animals used for post-treatment (F2) (received 1,000,000 IU of
vitamin A and vitamin 1g E). The first OPU was in F1, soon after 1,000,000 IU was
administered 1 g of VE and VA, and after 12 days was held to make the new OPU F2.
Oocytes (COC) were matured, fertilized and cultured in vitro. The OPU 44 yielded 520
oocytes, 217 (F1) and 303 (F2), with significant effect, an increase of 86 oocytes,
obtaining mean and standard deviation 9.86 + 5.53 13.77 + 2.0 F1 and F2, (*p <0.0219).
When separate races NBG (Nelore, Brahman and Gir) (n = 20) there was an increase of
95 oocytes, obtaining mean and standard deviation 9.90 + 5.81 and 14.65 NBG F1-F2-
NBG * 9.44, (*p <0.0085). The 44 IVP embryos produced 224, 93 F1 and 131 F2,
getting mean and standard deviation 4.23 = 3.09 5.95 + 4.05 F1 and F2, (*p <0.0228).
When separated from the NBG production was 214 embryos, with an increase of 38
embryos, obtaining values of 4.45 + 3.15 6.25 + 4.09 F1 and F2, (*p <0.0285). There
was a significant effect on the quantity produced of oocytes (n = 22) and NBG oocytes
(n = 20). It was an increased in all breeds embryos production (n = 22) and NBG
embryos (n = 20). Supplementation with VE and VA increased the total number of
oocytes (1.7 £ 0.7); NBG oocytes (1.8 £ 0.8); total embryos (3.9 + 1.6) and embryos
NBG (4 7 £ 1.6). The response of the F2 compared to F1 in the production of oocytes
and embryos was significant when all races were grouped together and also when it was
grouped only Bos taurus indicus (NBG). The use of vitamins A and E can be used to

greater oocyte recovery and embryo in Zebu breeds.

Keywords: Oocyte Retrieval. Embryonic Development. Vitamin A. Vitamin E.
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1 INTRODUCAO

Os bovinos estédo indubitavelmente entre as mais importantes espécies de
animais domésticos no mundo, por isso eles estdo incluidos nas “grande cinco”
espécies cultivadas no mundo, juntamente com ovinos, caprinos, frangos e suinos. De
acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), o
tamanho da populacdo mundial de bovinos domésticos € de cerca de 1,4 bilhdes. Essa
espécie também compreende uma notavel diversidade. A FAO relata a existéncia de
897 racas locais adaptadas a ambientes muito diferentes e dificeis, abrangendo desde
montanhas a areas desérticas e condicbes extremas em termos de umidade,
temperatura e altitude (AJMONE-MARSAN; GARCIA, 2008).

A domesticacdo bovina é um fato, em milénios de acasalamentos seletivos o
homem tem moldado os ancestrais selvagens dos bovinos, produzindo uma série de
racas principalmente domadas, produtivas e altamente diferenciadas por todo o mundo.
A histéria dos bovinos domeésticos teve inicio ha cerca de 10.000 anos com a
domesticacdo (AJMONE-MARSAN; GARCIA, 2008).

A domesticacdo dos animais representou um marco na historia da
humanidade. Ela gradualmente transformou popula¢gdes migratorias de cacadores em
fazendeiros com assentamentos estaveis. Seguiram-se a seguranca do alimento e
abundéancia relativa, permitindo o crescimento da populacdo, a estratificacdo
progressiva da sociedade e o desenvolvimento da religido, cultura e ciéncia (AJMONE-
MARSAN; GARCIA, 2008).

O rebanho bovino brasileiro em 2008 era composto de 202.287.196 cabecas,
distribuidas em todo territério segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE). O estado com maior populagéo bovina é Mato Grosso com 26.018.216 animais
e a menor populagdo encontra-se no Distrito Federal com um rebanho de 80.000
cabecas. O Ceara tem um rebanho de 2.460.523 bovinos (IBGE, 2008). De fundamental
importancia tem sido a nutricdo do rebanho, pois influencia de forma significativa a
eficiéncia reprodutiva dos animais (REICHENBACH, 2003).
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A eficiéncia reprodutiva é determinante na obtencdo de maior produtividade e
retorno econdmico nos sistemas de producdo animal. As tecnologias utilizadas para
influenciar a eficiéncia reprodutiva incluem as denominadas tecnologias de reproducéo
assistida (TRA), como a inseminacdao artificial, a sincronizacdo dos ciclos reprodutivos,
a producdo in vivo e in vitro de embrides, a criopreservacao de gametas e embrides,
entre outras (PIVATO, 2006).

No caso dos bovinos, em média, um macho gera entre 15 a 20 produtos por
ano, enquanto uma fémea, na maioria das vezes, gera uma cria por ano, o que
corresponde a oito a dez produtos durante toda sua vida reprodutiva (ABADIA, 2006).

A selecdo genética em bovinos proporcionou animais com alta producédo de
leite e carne. No entanto, em condi¢cbes naturais, vacas conseguem produzir no
maximo, uma cria por ano. A multiplicacdo mais efetiva de fémeas bovinas
geneticamente superiores implica na necessidade de promover mdultiplas ovulactes
como ferramenta importante para aumentar a producdo de embrides (AMARAL et al.,
2004).

Bem et al. (1995) relataram 0 enorme progresso cientifico no que concerne a
embriologia nos mamiferos na década de 90 e mencionaram novas tecnologias que
foram desenvolvidas e outras que estavam em desenvolvimento por centenas de
equipes no mundo todo. Abordagens celulares, moleculares e genéticas ja criavam
novas oportunidades para o desenvolvimento da pecuaria, nesta ocasido se incluia a
transferéncia de embriées, como sendo a primeira das modernas tecnologias a ser
incrementada em nivel de campo.

A partir da década de 50, a inseminacéo artificial (IA) e a criopreservacao do
sémen derrubaram barreiras para a disseminacdo do material genético do macho. No
entanto, somente a partir dos anos 80, houve melhor aproveitamento genético de
fémeas, com os avancos cientificos determinados pela superovulacéo e transferéncia
de embrides e, mais recentemente, pela produgao “in vitro” (PIV) de embrides (LEIVAS,
2006).

No atual contexto de evolugdo da produtividade na pecuéria nacional,
associado as evolucbes cientificas e tecnologicas, varias biotecnologias ligadas a

reproducdo animal vém sendo desenvolvidas e aprimoradas com o intuito de aumentar
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a eficiéncia reprodutiva, maximizando a producao de animais geneticamente superiores,
visando o aproveitamento deste material genético para obtencdo do maior nimero de
descendentes, em um curto periodo de tempo. Seguindo a evolugcdo das principais
biotecnologias adotadas e trabalhadas no Brasil, € importante ressaltar, inicialmente, o
papel da IA, sendo a primeira biotecnologia adotada nos sistemas de producdo
brasileiros que visa a multiplicagdo genética de touros de alto valor (RENESTO, 2004).

Os avancos obtidos nas biotécnicas reprodutivas ao longo dos anos
permitiram uma maior participacdo da fémea bovina no processo de melhoramento
genético do rebanho. Isso porque, o nimero de descendentes deixados por uma Unica
fémea ao longo de sua vida reprodutiva aumentou significativamente com o
aperfeicoamento das técnicas de transferéncia e producdo in vitro de embrides
(GONCALVES et al., 2007).

Do ponto de vista do risco de doencas, o deslocamento de embrides € sem
ddvida muito mais seguro para o comércio, que transportar animais ou sémen
(STRINGFELLOW et al., 1998).

A producdo in vitro de embrides (PIVE) expandiu-se nas diferentes espécies
animais pouco tempo apos o nascimento de Louise Brown em 1978, na Inglaterra, o
primeiro bebé de proveta do mundo (VARAGO et al., 2008).

Até a década de 40, o conhecimento sobre a fecundacao in vitro (FIV) era
baseado no estudo de ovdcitos de estrelas do mar. Os invertebrados marinhos foram
primeiramente utilizados na pesquisa, porque, ao contrario dos mamiferos, a
fecundacdo ocorre externamente ao sistema reprodutor da fémea. Embora o primeiro
estudo relativo a fecundacdo em mamiferos tenha ocorrido em 1935, até a década de
50 praticamente nenhum sucesso tinha sido obtido. Em 1951, Austin e Chang,
observaram gue, quando os espermatozoides eram depositados no trato reprodutivo da
coelha logo ap6s o momento da ovulagdo, poucos odcitos eram fecundados. Por outro
lado, uma proporcdo muito grande de gametas era fecundada quando a inseminacéo
ocorria na tuba uterina, varias horas antes da ovulagdo. Foi postulado que os
espermatozoides de algumas espécies mamiferas necessitavam de algum tempo no

trato reprodutivo feminino antes de adquirir a capacidade de penetrar nos odcitos. Este
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conjunto de mudancas foi denominado de capacitacdo espermatica (VARAGO et al.,
2008).

Varago et al. (2008) relatam que o aumento no interesse na fecundagéao in
vitro de odcitos de mamiferos ocorreu apds a descoberta da capacitacdo espermaética,
em poucos anos, odcitos de coelha foram fecundados in vitro utilizando-se
espermatozodides capacitados no utero. No entanto, somente apds 20 anos é que o
processo de fecundacdo de odcitos de coelha foi repetido, desta vez utilizando-se
espermatozoides capacitados.

Em bovinos, até 1985, poucos relatos de fecundacdo in vitro eram
encontrados na literatura, e a maioria dos estudos era realizada na América do Norte,
utilizando oécitos maturados in vivo. O nascimento do primeiro bezerro por fecundacgéo
in vitro ocorreu no dia 9 de junho de 1981. Nesse trabalho, foram utilizadas 22 doadoras
e sete receptoras e, para a fecundacéo, foram utilizadas amostras de sémen fresco e
congelado. As amostras de sémen eram de animais pré-selecionados para inseminacao
artificial, o que indicava uma boa qualidade seminal. A colheita dos odcitos foi realizada
por via cirdrgica e foram recuperados 177 odcitos jA maturados dos quais 52% foram
fecundados. Embora grande quantidade de embrides tenha sido transferida, a gestacao
s6 foi alcancada em uma receptora, a qual havia recebido apenas um embrido no
estagio de quatro células. O primeiro bezerro de fecundacéo in vitro nasceu pesando 45
kg e, apos alguns meses de observacdo, ndo foram constatadas alteracbes no
desenvolvimento e comportamento do animal (VARAGO et al., 2008).

Desde a década de 70 quando a transferéncia de embrides (TE) foi iniciada,
esta tecnologia foi progressivamente propagada, passando a ser cada vez mais
utilizada pelos técnicos atuantes nesse setor. Entretanto, foi a partir do ano 2.000 que
se observou o expressivo crescimento da producédo de embrides in vitro, o que fez com
que o Brasil passasse a ser reconhecido como referéncia mundial na éarea de
tecnologias de embrides. Nos ultimos quatro anos, o Brasil foi responsavel por
aproximadamente 25% da producéo total e 50% da producdo in vitro de embrides
bovinos no mundo (ALONSO, 2008).

A Fertilizacdo In Vitro (FIV), é considerada a terceira geracdo de
biotecnologia aplicada ao Melhoramento Genético, apds a IA e a TE (RENESTO,2004).
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O dado estatistico sobre o comércio de transferéncia de embrides elaborados
pela “International Embryo Transfer Society” (IETS) em 2006, mostra que as
transferéncias de embrides produzidos in vivo e de embrides PIV continuou a aumentar
em pouco menos de um milh&o de transferéncias. Em todo o mundo, mais de 670.000
embrides produzidos in vivo foram transferidos, dos quais aproximadamente metade foi
transferido a fresco e metade congelados. Em contrapartida, cerca de 292.000
embribes PIV foram transferidos no mesmo ano, sendo a maioria (aproximadamente
75%) transferida a fresco (LONERGAN, 2008).

Segundo relatério apresentado pela IETS, o Brasil ocupa posicdo destacada
entre 0s paises que aplicam comercialmente e em larga escala as diversas
biotecnologias da reproducdo animal, tendo sido responsavel por cerca de 200.000
transferéncias de embrides bovinos produzidos in vitro (PIV) em 2006, o equivalente a
aproximadamente 50% de todo movimento mundial (ALONSO, 2008).

O Brasil ocupa uma posicdo de destague no cenario mundial no uso da
biotecnologia de producéo in vitro (PIV) de embribes bovinos. Esta técnica tornou-se de
eleicdo por muitos criadores pelas vantagens que apresenta como a reducao do manejo
na propriedade, além de oferecer bom indice de producédo (LEIVAS, 2006).

A producdo in vitro de embrides (PIV) é uma importante biotécnica de
reproducao assistida aplicavel a mamiferos domésticos de interesse econdémico. Essa
biotécnica pode ser utilizada, alternativamente, para acelerar a producdo de animais
geneticamente superiores e impedir o descarte precoce de fémeas portadoras de
alteracdes adquiridas que as impecam de reproduzir pela forma natural ou via
transferéncia de embrides (TE). A PIV é também uma excelente ferramenta para
pesquisa de fendbmenos bioldgicos que ocorrem durante a maturacdo, fecundacgéo e
cultivo in vitro de od0citos, capacitacdo espermatica e eventos relacionados ao inicio do
desenvolvimento embrionario na fase de pré-implantacdo. Devido a sua capacidade de
produzir um grande nimero de embrides, a PIV se tornou um instrumento indispensavel
para outras biotécnicas como a clonagem, a manipulacéo de genes e a transferéncia de
nacleos (GONCALVES et al., 2007).

Na bovinocultura brasileira, essas tecnologias de reproducdo assistida

também vém sendo amplamente utilizadas e adaptadas ao nosso sistema de producéo
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e, ao longo da sua evolucédo, tem revelado bons indices reprodutivos, confirmando ser
um processo economicamente viavel, bastante divulgado e empregado na pecuaria
moderna (RENESTO, 2004).

A transferéncia de embrides em bovinos continua sendo um dos métodos
mais econémicos e préticos para a obtencdo do aumento das taxas de reproducdo de
fémeas com alto valor genético, tanto em rebanhos de corte como de leite
(REICHENBACH, 2003).

Segundo Rumpf (2007) a PIV proporciona um melhor aproveitamento de
matrizes de elevado mérito genérico, podendo chegar a produzir 36 crias por ano de
uma Unica fémea, para Varago et al. (2008) é possivel obter entre 25 e 50
bezerros/vaca/ano. Podendo ser utilizada em bezerras pré-puberes, vacas em inicio de
gestacao, vacas com subfertilidade adquirida e vacas senis. Renesto (2004) citou outra
vantagem particular da FIV em relacdo a outras biotécnicas, que € a maximizacao do
uso do sémen, permitindo maior producédo de embrides com doses de alto valor
comercial e inclusive sémen sexado.

A biotecnologia de embrides também € importante para acelerar o
melhoramento genético de gado e para as tecnologias emergentes como transferéncia
nuclear de células somaticas (FEUGANG et al., 2009).

A PIV utilizada convencionalmente para estudos basicos de gametas ou
suporte para outras biotécnicas, tornou-se também uma importante ferramenta no
melhoramento genético. Na década de 90, associada a obtencdo crescente de
resultados melhores e mais estaveis, passou a ser aplicada comercialmente em varios
paises. Fatos como estes permitiram o uso da OPU (ovum pick-up)/PIV em animais de
diferentes categorias (idade, estatus reprodutivo, aptiddo) e ndo apenas para animais
com infertilidade adquirida ou que nao respondem a superovulacéo, finalidade para a
qual foi inicialmente proposta (LEIVAS, 2006).

A producdo in vitro (PIV) de embrides bovinos obteve avangos consideraveis
nos ultimos anos e estd sendo rapidamente incorporada aos projetos de producéo
(ALVES et al., 2003).

O sucesso da PIV esta associado a diferentes variaveis como a raga, idade,

fase do ciclo e principalmente o fator individual da doadora que € determinante no
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namero de odcitos viaveis (varia entre zero a mais de cem), ou mesmo indice de
producdo embrionaria e bezerros nascidos. Fatores externos como temperatura,
nutricdo e condicdes de estresse podem favorecer, ou prejudicar os resultados de
acordo com o potencial de cada animal. Além destes fatores, o sémen utilizado para a
fecundacdo, assim como o protocolo empregado em todo o0 processo de maturacao in
vitro (MIV), fecundacéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) sédo decisivos nos indices de
producao e qualidade dos embrides (LEIVAS, 2006).

A PIV de embrides bovinos é utilizada comercialmente com frequéncia
(LEIVAS, 2006; PASCHOAL et al., 2007), com o objetivo de se obter um maior nimero
de produtos nascidos por ano de fémeas selecionadas (LEIVAS, 2006), sendo
importante para acelerar a producdo de animais geneticamente superiores
(GONCALVES et al., 2007) e diminuir o intervalo entre geracdes e acelerar o
melhoramento genético animal (VARAGO et al., 2008). A pesquisa nesta area ainda é
importante para a otimizacdo dos resultados j& estabelecidos com producdo de
embrides de melhor qualidade (PASCHOAL et al., 2008).

A PIV em bovinos é frequientemente utilizada para manejar gado com baixa
fertilidade, mas esta se tornando um método de escolha para ampliar o uso de sémen
raro e/ou caro ou para o uso mais eficiente de pequenas quantidades de sémen tais
como com espermatozoides sexados (LONG, 2008).

A otimizacdo da técnica de PIV visando a producdo de embrides de boa
qualidade e em numero cada vez mais expressivo resultara na diminui¢do do custo por
embrido produzido e possibilitara uma maior difusdo da técnica entre os produtores.
Ainda, tais melhorias seriam de grande valia para o aprimoramento de outras
biotécnicas que dependam da PIV (GONCALVES et al., 2008).

Pierson e Ginther em 1984 relataram o inicio da técnica de detecgcédo e
monitoramento de estruturas ovarianas por ultra-sonografia transretal, e o0s mesmos em
1987 comparam os resultados da ultra-sonografia com os resultados de cortes de
ovarios, sendo a técnica de ultra-som validada como uma ferramenta para detec¢édo de
foliculos com diametro >2mm e para monitoramento de corpos luteos (ADAMS;
JAISWAL,2008).

Em 1985, no Canada, a equipe de Sirard foi pioneira no uso de laparoscopia
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para recuperacdo de ovocitos de bovinos maturados in vivo, do ovario de vacas
doadoras. Em 1988, Pieterse e colaboradores, na Holanda, descreveram a técnica de
aspiracdo transvaginal de ovocitos bovinos, usando o auxilio da ultra-sonografia, e
constataram que era um meio que tornava possivel repetidas recuperacdes de ovocitos
de uma mesma doadora (PIVATO, 2006).

No inicio da década de 90, com a introducdo da OPU, seguida pela PIV, a
expectativa no incremento da produtividade das fémeas aumentou (RENESTO, 2004).
A aplicacdo em escala comercial da PIV se tornou viavel ap6s o advento da aspiracao
folicular in vivo e pelo aprimoramento das condi¢des de cultivo in vitro (GONCALVES et
al., 2008; PONTES et al., 2008; VARAGO et al, 2008), tendo sido utilizada como
instrumento importante para exploracdo maximizada do potencial reprodutivo dos
rebanhos, diminuindo o intervalo entre geracfes e acelerando o melhoramento genético
animal. Nesta espécie, a producao in vitro de embrides alcancou um desenvolvimento
tecnologico que atualmente permite a sua aplicacdo em escala comercial, podendo-se
obter entre 50 a 100 embrides/fémea/ano (VARAGO et al., 2008).

O ganho genético anual em um rebanho com um programa de superovulacao
e transferéncia de embrides em fémeas selecionadas € de 1,8 a 2,4 %. Utilizando-se
novilhas selecionadas pelo pedigree, o indice aumenta, variando entre 2,6 a 3,5%. A
medida que se avanc¢a no emprego de tecnologia, os indices aumentam mais, como no
caso da biparticao de embrides chegando a 4% (BEM et al., 1995). O ganho genético
obtido em programas de melhoramento animal, através do emprego de tecnologias de
embrides, foi estimado em 18 a 22% (REICHENBACH, 2003). Na ultima década, os
produtores de leite e carne bovina incrementaram consideravelmente o uso da
aspiracao folicular (OPU) associada a producdao in vitro de embrides (PIV) (BRUM et al.,
2006).

A aspiracéo folicular transvaginal guiada por ultra-sonografia (OPU) pode ser
realizada a campo e empregada na producdo de embrides bovinos, favorecendo os
programas de melhoramento genético (ALVES et al., 2003). Kruip e colaboradores
(1994), recomendaram que a OPU pode ser realizada de forma repetida em vacas com
até 12 anos ou gestantes.

Atualmente, a PIV de embrides compreende trés etapas desenvolvidas em
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laboratorio: a maturagao oocitaria in vitro, a fecundacédo dos odcitos in vitro e o cultivo
embrionario in vitro até os estadios de morula e blastocisto, quando os embrides
poderdo ser transferidos ou criopreservados. No entanto, o desenvolvimento da técnica
se deu de maneira progressiva, sendo que os indices de producdo embrionaria
alcancados atualmente e a realizacdo de todo o procedimento dentro do laboratoério (in
vitro) so foi possivel apos anos de pesquisas em diferentes areas da biotecnologia e da
fisiologia. Como exemplo de pesquisas, ha o estudo da funcédo, desenvolvimento e
metabolismo de gametas e embrides, utilizacdo da ultra-sonografia, desenvolvimento de
farmacos seguros e efetivos como as prostaglandinas e implantes liberadores de
horménios, desenvolvimento de meios de cultivo, entre outros. Hoje, é possivel produzir
embrides na espécie bovina, sem levar em consideracdo o estagio do ciclo estral das
doadoras, podendo-se repetir o procedimento sem interferir negativamente no nimero
de odcitos recuperados (VARAGO et al., 2008).

O uso comercial em larga escala da PIV esta, portanto, vinculada a melhoria
dos indices zootécnicos e consequentemente a diminuicdo dos custos. Tendo em vista
gue a aspiracao pode ser feita a campo, enquanto a PIV requer laboratério adequado, a
tendéncia é que ocorra, no Brasil, 0 mesmo que em outros paises como Alemanha,
Franca e Canada, onde existem laboratorios regionais de PIV que recebem o0s odcito
aspirados por veterinarios que atuam em fazendas. No laboratério é produzido o
embrido in vitro que € entregue ao veterinario que o transferirq para vacas receptoras
que levardo a gestacédo a termo (RUMPF, 2007).

Diversos parametros sao utilizados para avaliar a qualidade dos embrides
PIV como morfologia, criotolerancia, transcricdo (MRNA), eclosdo in vitro e prenhez
apos a transferéncia. Entretanto, nenhuma dessas técnicas permite uma selegédo
eficiente que assegure bons indices de prenhez. O aumento da eficiéncia da PIV esta
condicionado ao desenvolvimento de trabalhos que visem aperfeicoar e simplificar as
condi¢cBes de cultivo durante as varias etapas do processo, principalmente no que se
refere a maturacao citoplasmatica e molecular de odcitos obtida in vitro (GONCALVES
et al., 2008).

Um aumento do interesse na fecundacado in vitro de odcitos de mamiferos

ocorreu apos a descoberta da capacitacdo espermatica e, em poucos anos, oocitos de
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coelha foram fecundados in vitro utilizando-se espermatozoides capacitados no Gtero.
No entanto, somente apds 20 anos € que o processo de fecundacdo de odcitos de
coelha foi repetido, desta vez utilizando-se espermatozoides capacitados in vitro
(VARAGO et al., 2008).

A atencdo conferida nos ultimos anos a vitamina A e seus derivados,
coletivamente conhecidos como retindis, é devido aos seus efeitos sobre a reproducéo
bovina, que vao desde o desenvolvimento folicular até a fase de pré-implantacéo
embrionaria (GOMEZ et al., 2006). A demanda de vitamina A em vacas superovuladas
é estimada maior, tornando a suplementagdo uma proposta viavel interferindo no
ambiente uterino, no maior aporte de nutrientes para o embrido, entendendo-se assim o
seu efeito benéfico (AMARAL et al., 2004).

A vitamina A tem funcdo importante no crescimento, morfogénese e
diferenciacdo celular. A utilizacdo desta vitamina em cultivo de embribes in vitro,
confere melhores resultados de obtencdo de blastocistos. As taxas de prenhez séao
animadoras quando comparadas com 0 grupo que nao recebeu suplementacao, talvez
por um melhor desenvolvimento e diferenciagcdo do trofoectoderma (HIDALGO et al.,
2003).

Livingston et al. (2004) reconheceram que o0s retindis sdo importantes
reguladores do desenvolvimento nos vertebrados, diferenciacdes celulares e fungbes
teciduais. Estudos demonstraram que o desempenho tanto in vivo como in vitro
reprodutivo € influenciado por estas substancias, nos eventos que incluem o
desenvolvimento folicular, maturacdo oocitaria e o0 desenvolvimento inicial do
blastocisto. No ambiente de cultivo de células em atmosfera de CO, & confirmado a sua
acao antioxidante.

A vitamina E ocorre naturalmente nas membranas celulares e esta presente
na protecao celular do estresse oxidativo. Cultura de embrides in vitro adicionada de
vitamina E, obtiveram melhorias desde o desenvolvimento embrionario inicial, expansao
do blastocisto a um melhor desenvolvimento gestacional (OLSO, 2000).

Koo et al. (1997) relataram que a adicdo de composto de vitaminas aos meios
de cultura ndo melhoram a qualidade e quantidade de embrides suinos no

desenvolvimento “in vitro”, contrariando o relato de Naruse e colaboradores (2006) onde
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a adicao foi positiva para o desenvolvimento e melhoria da qualidade do embrido desta
espécie.

Segundo Velas-Pereira et al. (2002), a vitamina E exerce papel importante na
contencéo da fragilidade eritrocitaria de bovinos tratados com gossipol.

A viabilidade econémica da técnica de producao in vitro de embrides esta
intimamente relacionada a eficiéncia dos laboratérios. Ndo apenas com relacdo a taxa
de producdo dos embrides, mas principalmente com a qualidade do embrido, a
capacidade de estabelecer gestacdo, desenvolvimento fetal e placentario normais,
obtencdo de gestacbes saudaveis e viaveis. Embora o custo da producédo in vitro de
embrides seja superior ao da transferéncia de embrides, justifica-se o seu emprego em
caso de fémeas com disturbios reprodutivos adquiridos que inviabilizem a producéo de
descendentes (VARAGO et al., 2008).

A necessidade de compreensdo exata das exigéncias metabdlicas e
fisiolégicas do odcito e do espermatozéide, bem como dos embrides em sistemas de
cultivo in vitro apontam para a realizacao de novas pesquisas até que seja estabelecida
a condicdo ideal para que o maior numero possivel de o6citos maturados in vitro possa
ser fecundado e sustentem o subsequente desenvolvimento do embrido (VARAGO et
al., 2008).

Apesar dos avancos ocorridos nos ultimos anos nessa biotécnica de PIV,
varias questdes relacionadas a avaliacdo da competéncia bioldgica dos gametas e ao
préprio sistema de cultivo precisam ser esclarecidas (RUMPF, 2007).

Ha poucas informacdes na literatura sobre a acdo farmacologica da vitamina
A e E de forma combinada na producéo e qualidade de odcitos e embrides. Além disso,
existe caréncia de trabalhos que correlacionam a importancia das vitaminas e as
respostas reprodutivas dos animais.

A oferta suficiente de alimentos saudaveis, a prevencdo e controle de
enfermidades e a sobrevivéncia harmoniosa do homem nos diferentes ecossistemas é
sem davida o maior desafio da ciéncia na atualidade. O investimento na biotecnologia
animal no Brasil é respaldado por dois principais fatos. O primeiro é o fato que o Brasil
ainda lidera a lista dos paises com maior biodiversidade e o segundo, é que o mercado

interno por carne e leite é o terceiro maior do mundo (RUMPF, 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia bovina

A fémea bovina tem em seus ovarios ao nascimento em torno de 150 mil
foliculos primordiais (0 a 700.000). Ao chegar a puberdade este niumero diminui ficando
entre 12.000 a 86.000, e destes, somente poucos chegam a ovulagéo (0,01%) durante
o periodo de vida, enquanto o restante sofre atresia (PIVATO, 2006).

A foliculogénese é o processo de desenvolvimento pelo qual um foliculo
primordial ativado se desenvolve até o tamanho de foliculo pré-ovulatério
acompanhando o crescimento e a diferenciacdo do odcito e da camada de células da
granulosa que o circunda. Baseado nas varias caracteristicas morfologicas, incluindo o
namero de camadas de células da granulosa que circunda o o6cito, as caracteristicas
morfolégicas das células da granulosa, o diametro do odécito e do foliculo, além da
presenca ou auséncia do antro cheio de liquido, os foliculos sdo classificados de varias
maneiras, mas em geral podem ser classificados como primordial, primério, secundério
ou terciario (antral ou vesicular) (ADAMS; JAISWAL, 2008).

Para Adams e Jaiswal (2008) o inicio do crescimento folicular, chamado de
ativacdo, inicia-se com a transformacédo das células achatadas da pré-granulosa do
foliculo primordial em uma Unica camada de células cubicas da granulosa (células
foliculares), e o foliculo passa a ser denominado de foliculo primario. A proliferacéo das
células da granulosa resulta em um aumento do nimero de camadas ao redor do
oocito. Um foliculo com duas a seis camadas de células da granulosa é chamado de
foliculo secundario, e um foliculo com mais de seis camadas de células e com um antro
cheio de liquido é denominado de foliculo terciario (ou antral). O diametro de um foliculo
primordial mede cerca de 0,04 mm e o didmetro do menor foliculo antral € 0,25 mm. O
foliculo de Graaf ou pré-ovulatério passa a ser chamado de foliculo ovulatério ap6s o
pico pré-ovulatério de gonadotrofina. Em bovinos, os foliculos primordial, primario,

secundario e terciario surgem pela primeira vez nos dias 90, 140, 210 e 250 de
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gestacdo, respectivamente. O tempo necessario para um foliculo crescer do maior
estagio pré-antral (foliculo secundério) até o tamanho de foliculo ovulatério maduro é
estimado em cerca de 42 dias.

O ciclo estral (CE) bovino é compreendido pelos eventos reprodutivos que se
apresentam entre dois periodos de receptividade sexual (estro). As fémeas da espécie
bovina ao atingirem a puberdade exibem comportamento estral em média a cada 21
dias, variando de 17 a 24 dias tanto em racas europé€ias quanto zebuinas até que a
prenhez se estabeleca (RENESTO, 2004).

Durante o ciclo estral ocorrem importantes altera¢cdes no cortex ovariano que
incluem crescimento e atresia de varios foliculos antrais até o aparecimento do foliculo
ovulatorio, bem como a formacédo e lise do corpo luteo. O crescimento folicular na
espécie bovina exibe padrao continuo de crescimento e atresia dos foliculos ovarianos
que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade e continua na vida reprodutiva até a
senilidade. Muitos estudos com ultra-sonografias seriadas foram realizados e
demonstraram que durante o ciclo estral de novilhas ou vacas Bos taurus indicus e Bos
taurus taurus ocorrem duas ou trés ondas de crescimento folicular (RENESTO, 2004).

Este processo continuo de crescimento e regressao dos foliculos, que leva ao
crescimento do foliculo pré-ovulatério, € conhecido como dindmica folicular, enquanto
que o padrdo de crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos é
denominado onda de crescimento folicular. Cada onda folicular € composta por trés
fases: recrutamento ou emergéncia, selecdo e dominancia (RENESTO, 2004).

A emergéncia da primeira onda folicular & observada em torno de um dia e
meio apos a ovulacdo quando um conjunto de foliculos antrais dependentes de FSH
comeca a se desenvolver. Foi observado um aumento na concentracdo plasmatica de
FSH que antecede um a dois dias a emergéncia de cada onda folicular. Em torno de
trés a quatro dias apos a emergéncia da onda o hormonio foliculo estimulante (FSH)
reduz para niveis basais e o futuro foliculo dominante é selecionado, continua seu
crescimento, enquanto o restante dos foliculos detém seu crescimento ou regridem e
sao chamados de subordinados (RENESTO, 2004).

A emergéncia das ondas foliculares em bovinos € caracterizada pelo

crescimento repentino (em dois ou trés dias) de oito a 41 pequenos foliculos, que séo
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inicialmente detectados por ultra-sonografia com um diametro de trés a quatro mm. Por
cerca de dois dias, a taxa de crescimento é similar entre os foliculos da onda, e entédo
um foliculo é selecionado para continuar crescendo (foliculo dominante) enquanto que
os restantes dos foliculos subordinados tornam-se atrésicos e regridem (ADAMS;
JAISWAL, 2008).

A maioria dos ciclos estrais em bovinos (ou seja, > 95%) é composta ou por
duas ou trés ondas foliculares. Parece nao haver preferéncia de raca ou idade
especifica para um dado padrdo de ondas em Bos taurus taurus. Um aumento na
propor¢cdo do padrdo de trés ondas, no entanto, foi associado a um baixo padrao
nutricional e estresse térmico (ADAMS; JAISWAL, 2008). Em ambos os padrdes de
ciclo estral — duas e trés ondas, a emergéncia da primeira onda coincide com o dia da
ovulacdo (Dia zero). A emergéncia da segunda onda ocorre no 9° ou 10° dia para ciclos
de duas ondas, e no 8° ou 9° dia para ciclos de trés ondas. Nos ciclos de trés ondas,
uma terceira onda surge no 15° ou 16° dia. Sob a influéncia da progesterona (por
exemplo, no diestro), o foliculo dominante de ondas sucessivas sofre atresia. O foliculo
dominante presente no inicio da lutedlise torna-se o foliculo ovulatorio, e a emergéncia
da proxima onda € atrasada até o dia da ovulacdo subseqiiente. O corpo luteo comeca
a regredir mais cedo nos ciclos de duas ondas (16° dia) do que nos ciclos de trés ondas
(19° dia), resultando em um ciclo estral correspondentemente menor (20 dias versus 23
dias, respectivamente). Portanto, o ciclo estral de 21 dias em bovinos existe somente
como uma média entre os ciclos de duas e trés ondas (Figura 1).

O numero de foliculos recrutados dentro de cada onda varia amplamente
entre os individuos, mas é altamente repetido em um mesmo individuo. O padréo de
ondas é repetivel nos individuos, e a duracdo da dominancia da primeira onda reflete o
padrdo da onda. A presenca dos receptores de FSH nas células da granulosa e a
resposta ao FSH exdgeno fornecem argumento para a hipotese de que a dinamica
folicular pré-antral torna-se progressivamente sincronizada a um padrdao de ondas
(ADAMS; JAISWAL, 2008).

In vivo, os foliculos préovulatérios atingem um diametro de 12-20mm, e
ovulam um odcito com nucleo e citoplasma maturados adequadamente. Entretanto, os

oocitos coletados para PIV sdo em sua maioria oriundos de pequenos foliculos antrais
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(GONCALVES et al., 2008). A tuba uterina é o local da fecundacédo e desenvolvimento
embrionario in vivo (RENESTO, 2004).

Provavelmente o responsavel pela queda do FSH antes da selecdo é a
producdo de estradiol e inibina, sobretudo pelas células da granulosa do foliculo
dominante, que atuam inibindo a liberagdo de FSH pela hipofise anterior. As
concentragbes de FSH sdo mantidas em niveis basais até o foliculo dominante da
primeira onda perder sua dominancia,resultando em aumento nos niveis de FSH e
subsequiente emergéncia da segunda onda folicular (RENESTO,2004).

intervalo interovulatério de 2 ondas
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Figura 1 - Dindmica do desenvolvimento folicular ovariano e secre¢cdo de gonadotrofinas durante ciclos
estrais de duas e trés ondas em bovinos.
Fonte: Adams e Jaiswal (2008).
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Os dois ovarios atuam primariamente como uma unidade Unica, ou seja, cada
onda folicular inclui foliculos de ambos os ovarios, que respondem em harmonia. O
foliculo dominante suprime os subordinados e a emergéncia de uma nova onda atraves
de um canal sistémico ao invés de um canal local. A presenca de um foliculo dominante
em um ovario ndo tem nenhum efeito que n&o poderia ser visto igualmente no outro
ovario. Portanto, nenhuma relagdo intra-ovariana foi encontrada em relacdo a
localizacdo dos sucessivos foliculos dominantes durante o ciclo estral (ADAMS;
JAISWAL, 2008).

A selecao do foliculo dominante estéa associada ao declinio dos niveis de FSH
na circulagdo durante os trés primeiros dias da onda. Foliculos pequenos da onda
emergente (ou seja, < 6 mm) sdo dependentes de concentracdes elevadas de FSH
circulante para continuar se desenvolvendo — em face ao declinio do FSH apéds o pico,
eles atingem um platd e comecam a regredir dentro de duas a cinco dias. De maneira
oposta, o foliculo destinado a tornar-se dominante pode manter a proliferagéo celular e
a producao de estradiol apesar do declinio na concentracdo do FSH, uma habilidade
gue parece ser produzida pela manutencao da alta expressao de mRNA do receptor de
FSH e da afinidade de ligacdo com FSH (ADAMS; JAISWAL, 2008).

2.2 Producdo in vitro de embrides

Na década de 60, Edwards verificou que o desenvolvimento da maturacéo
nuclear dos odcitos, a partir da remog¢do dos mesmos do ambiente folicular, era um
fenbmeno comum em varias espécies, incluindo a bovina. Ao cultivar in vitro odcitos
inclusos em foliculos e odcitos livres, foi possivel concluir que o fator inibitorio da
maturacdo estava presente no foliculo, pois este desaparecia com a remocdo dos
oocitos do ambiente folicular (VARAGO et al., 2008).

O inicio da embriogenese € um processo complexo, caracterizado pelo uso
de proteinas maternas e transcricbes no desenvolvimento do embrido até a sua
ativacdo do genoma (FEUGANG et al., 2009).
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Além da maturacdo nuclear e citoplasmética, foi constatado que as células
foliculares, ou seja, as células da granulosa e do “cumulus oophorus” tém um papel
importante durante a aquisicdo da competéncia oocitaria na maturacdo in vitro. Od4citos
com massa de células do cumulus claras e expandidas apresentavam maiores taxas de
clivagem apds a fecundacao in vitro comparados aqueles sem células do cumulus ou
com o cumulus compacto (VARAGO et al., 2008).

A origem folicular do odécito tem influéncia significativa sobre o seu potencial
de desenvolvimento e parece que depois que 0 odcito € removido do foliculo seu
potencial de desenvolvimento é limitado (LONERGAN, 2008) e que as condi¢bes de
cultura pos-fertilizacdo influenciam a qualidade e a viabilidade destes blastocistos
(FEUGANG et al., 2009). Enquanto a adicdo de uma variedade de gonadotrofinas,
esterbides e fatores de crescimentos tém sido relatados por aumentar o
desenvolvimento do blastocisto, esse aumento tende a ser modesto e raramente se
aproxima, por exemplo, daquele obtido com odécitos maturados in vivo. A capacidade
intrinseca de desenvolvimento do odcito, avaliado pelo desenvolvimento até o estagio
de blastocisto, tem sido positivamente relacionada com o tamanho do foliculo antral do
qual ele é removido, com o estagio da onda folicular, e com o local de maturagéo (in
vivo vs in vitro) (LONERGAN, 2008).

Inimeras evidéncias tém sido apresentadas nos ultimos anos, indicando que
0 potencial de desenvolvimento de embrides in vitro, depende da qualidade dos
ovocitos dos quais se originam. Esta bem estabelecido que somente ovdécitos
competentes tenham a capacidade de terem desenvolvimento embrionario normal.
Essa competéncia é progressivamente adquirida durante os estagios finais da
foliculogénese, através de varias mudancgas celulares e moleculares que conferem ao
ovOcito a capacidade de completar a divisdo meidtica, garantir uma fecundacao
monospérmica, descondensar a cabeca do espermatozoéide, transpor a transicao
materno-zigotica e prosseguir o seu desenvolvimento. Portanto, quando um ovacito
imaturo € removido do foliculo, ele deve ser capaz de sofrer ndo s6 a maturacao
nuclear e citoplasmatica, mas também a maturacao molecular (DODE, 2006).

Tendo em vista que odécitos maturados in vitro, quando comparados aos in

vivo apresentam menores taxas de blastocisto, pode-se supor que o0 baixo
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desenvolvimento embrionario se deve a deficiéncia do odcito, seja na maturacao
nuclear, citoplasmatica ou na molecular. Vérios fatores podem afetar o sucesso da
maturacdo oocitaria, entre eles pode-se citar a morfologia do complexo cumulus-oécito
(CCO), as condicBes de maturacao e a competéncia do oocito (DODE, 2006).

A associacao intima entre células do cumulus e odcito € um requisito basico
para o crescimento folicular normal e aquisicdo da competéncia, assim como para
coordenacao da maturacao nuclear e citoplasmatica. As células do cumulus séo células
da granulosa especializadas, que estdo metabolicamente associadas com 0 o0d0cito
através de projecOes celulares que atravessam a zona pellcida e formam pequenas
juncBes com o citoplasma (gap). Essas juncdes séo a Unica entrada de substancias ou
estimulos no ooplasma. No odcito imaturo essas células estdo muito compactadas e
durante a maturacéo iniciam a secrecdo de acido hialurénico que se deposita entre
elas, separando-as e causando expansdo. Essa ligacdo metabdlica vai diminuindo
gradativamente a medida que a expansdo aumenta. A maturacao de oocitos bovinos na
presenca de um inibidor das junc¢des gap, visando bloquear a comunicacdo entre
oocitos e células do cumulus, causa uma diminui¢do drastica na taxa de blastocisto,
confirmando que a presenca dessas células é essencial para a maturagcdo completa.
Além das caracteristicas morfologicas, as condicbes de cultivo também afetam
drasticamente o processo de maturacdo. A presenca de hormonios, substancias
antioxidantes, fatores de crescimento, temperatura, atmosfera gasosa, sdo alguns
fatores que influenciam no sucesso da maturacao (DODE, 2006).

Tentativas para melhorar a competéncia de oo6citos bovinos tém sido
realizadas, utilizando agentes fisioldgicos e farmacoldgicos, para reter ovocitos imaturos
em estagio de vesicula germinativa, por varios periodos de tempos antes da maturagéao
in vitro (DODE, 2005).

In vivo, a maturagdo nuclear do odcito inicia apés o pico pré-ovulatério de
hormdonio luteinizante (LH) durante o estro (GONCALVES et al., 2008).

A origem do foliculo é vital para conferir aos odcitos, 0 ambiente necessario
para adquirir competéncia para o desenvolvimento, e que a qualidade intrinseca do
o0cito no inicio do processo de producdo in vitro é o fator mais importante em
determinar o seu destino final (DODE, 2006).
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Um odcito competente difere de um incompetente por sua capacidade de
sustentar o desenvolvimento embrionéario até o estagio de blastocisto, essa diferenca é
o resultado da expressao diferenciada de genes. Se os estoques de mMRNA maternos
contribuem para a competéncia, mudancas qualitativas e quantitivas devem existir entre
RNA de ovdcitos competentes e incompetentes (DODE, 2006).

Para que o odcito seja capaz de ser fecundado e posteriormente se
desenvolver até o estadio de blastocisto, ele precisa ser maturado e, durante essa fase,
sofrer diversas transformacgdes tanto em seu citoplasma quanto em seu nucleo. Durante
todo o seu desenvolvimento, o odcito se encontra no estadio dipléteno da profase | ou
estadio de vesicula germinativa (VG). In vivo, o reinicio da meiose ou maturacdo tem
inicio apos o pico préovulatério de LH durante o estro e, in vitro, a retirada do odcito do
contato com as células foliculares é suficiente para dar inicio ao processo de maturacao
nuclear. A maturacdo nuclear do o6cito compreende a progressao do estadio dipléteno
da primeira préfase meibtica até a fase de metéfase Il (MIl). Em bovinos, o periodo de
maturacado varia de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar
e umidade saturada. In vitro, diferentes condi¢cdes de cultivo j4 foram testadas para a
maturacdo de odcitos e varios meios de maturacao (Fluido sintético de oviduto (SOF),
DMEM, Ham’s F-10, Ham’s F-12 e meio de cultivo tecidual 199-TCM 199). O TCM199 é
o meio mais difundido entre os laboratérios de producao in vitro, sendo, geralmente,
suplementado com soro fetal bovino (SFB), FSH, LH, piruvato e antibiético, entretanto
existem variag0es entre os diferentes protocolos de PIV (GONCALVES et al., 2007).

Os odcitos adquirem progressivamente a capacidade de completar a
maturacdo nuclear, citoplasmatica e suportar o desenvolvimento embrionario até a fase
final de crescimento. A maioria dos odcitos colhidos para PIV esta inclusos em
pequenos foliculos antrais e, apesar de competentes para o reinicio da meiose,
apresentam baixa capacitacdo para o desenvolvimento embrionario. In vivo, a
capacitacdo é adquirida ao longo do desenvolvimento folicular devido as alteracbes
moleculares e ultra-estruturais ocorridas no odcito durante esse periodo, que o tornam
apto a suportar as fases iniciais do desenvolvimento embrionario. Em suporte a essa
idéia, oocitos derivados de foliculos grandes sdo mais capacitados para o

desenvolvimento embrionario que oocitos oriundos de foliculos pequenos. Entretanto, o
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tamanho folicular ndo parece ser Unico responsavel pela total capacitagdo dos CCOs.
Odcitos coletados seis horas apds o pico pré-ovulatério de LH e maturados in vitro,
apresentam uma elevada taxa de desenvolvimento embrionario, muito semelhante a
obtida in vivo (GONCALVES et al., 2007).

In vivo, o espermatozoide percorre um longo trajeto para chegar ao
infundibulo e fecundar o odcito. Durante esse percurso, glicosaminoglicanas presentes
no trato genital feminino induzem sua capacitagdo (GONCALVES et al., 2008).

A producéo in vitro de embrides ainda permite o aumento do potencial de
exploracdo zootécnico de fémeas de genética superior em um menor periodo de tempo,
uma vez que as sessodes de aspiracéo folicular podem ser realizadas a cada 15 dias.
Realizada nesta periodicidade, ou mesmo mensalmente, com indices de producédo de
40%, seu rendimento pode superar aquele obtido pela transferéncia de embrides, e a
relacdo custo/beneficio pode se tornar justificavel (VARAGO et al., 2008).

A técnica de PIV compreende algumas etapas que vao desde a recuperacao
dos odcitos até o cultivo embrionério in vitro. H4 mais de uma década, a técnica de
aspiracao folicular transvaginal tem sido a melhor opcédo para a recuperacao de o0citos
in vivo na espécie bovina. A OPU apresenta uma maior flexibilidade em relacdo a TE,
pois permite a obtencdo de odcitos de fémeas a partir dos seis meses de idade (ainda
com resultados inferiores nessa idade), de vacas prenhes até o terceiro més de
gestacdo ou mesmo apés o parto. A eficiéncia do procedimento de aspiracao folicular
(AF) transvaginal esta relacionada a metodologia utilizada, e esta, interfere na
guantidade e morfologia dos complexos cumulus odécitos (CCOs), e consequentemente
na competéncia para o desenvolvimento embrionario. A aspiracdo folicular duas vezes
por semana produz uma maior percentagem de embrides grau um e um maior niumero
de embrides transferiveis do que aspiracfes realizadas uma vez por semana. No
entanto, a aspiracao folicular semanal de animais da raca Nelore pode produzir um
bezerro por semana através da PIV, isso demonstra a capacidade da associacao
OPU/FIV em multiplicar de maneira rapida e eficiente animais geneticamente superiores
(GONCALVES et al., 2007).

Existem fatores técnicos e bioldgicos que influenciam o resultado da AF.

Dentre os fatores biologicos, pode-se citar: freqiéncia e momento da aspiracao
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folicular, fisiologia, condigdo corporal, raca e idade da doadora. Na verdade, estes
fatores séo reflexos do momento do ciclo estral, do status reprodutivo, da nutricdo e dos
efeitos do ambiente (PIVATO, 2006).

Um dos estudos pioneiros foi realizado por Chang (1955) utilizando odcitos de
coelho. Neste estudo, observou-se que a maturacao in vitro aparentemente nao era
afetada pela adicdo de extratos de pituitaria ao meio de cultivo, pelo tamanho do foliculo
e pelo status reprodutivo do animal. Os primeiros trabalhos experimentais em
embriologia de mamiferos foram realizados com coelhos, tendo em vista caracteristicas
biologicas favoraveis. O tamanho do o0cito relativamente grande facilitou a
manipulacdo, e a ovulacdo induzida pelo acasalamento foi importante para
determinacdo precisa da idade do embrido (VARAGO et al., 2008). Os ovdcitos
maturados in vivo sdo mais competentes que os maturados in vitro (KASTELIC, 2006).

Em bovinos, tanto a MIV como a FIV dos odcitos é conduzida por 18 a 24h, a
temperatura de 39°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar com umidade saturada, sendo
o CO, utilizado para controlar o pH dos meios tamponados com bicarbonato. A
concentracdo de oxigénio geralmente ndo € controlada nestas fases, sendo
aproximadamente 20%, o que difere muito da concentragéo de 5% de O, encontrada no
trato reprodutivo das fémeas, ou mesmo do liquido de foliculos em crescimento. A alta
concentracdo de oxigénio pode ser toxica para oocitos e embrides de mamiferos, pela
formacdo de radicais livres e liberacdo de substancias toxicas no meio, baixa
concentracdo de oxigénio (5%0,) apresenta melhores resultados de producédo de
blastocistos e também de qualidade dos mesmos, especialmente em sistemas de
cultivo desprovidos de células somaticas. O controle da concentracdo de oxigénio
durante a MIV e FIV para niveis préximos aos do trato reprodutivo pode ser uma
alternativa para a melhoria do processo de PIV (LEIVAS, 2006).

A atmosfera gasosa com 5% de O, € utilizada na tentativa de mimetizar o
ambiente encontrado no oviduto e embora 5% de O, n&o aumente os indices de
produgdo quando comparada a sistemas que utilizam o co-cultivo com células
somaticas, a mesma estd associada a producdo de embrides de melhor qualidade
(LEIVAS, 2006).

A adequacdo da concentracdo de oxigénio durante o cultivo in vitro de
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embrides para niveis proximos aos do trato reprodutivo pode ser uma alternativa para
incremento na eficiéncia da producao embrionaria (PONTES et al., 2008).

Na maioria dos laboratorios, no processo de fecundacao in vitro em bovinos
usa-se sémen congelado. No entanto, apds a descongelacédo, € necessario selecionar
0s espermatozoides vivos e capazes de fecundar. Esta selecéo é realizada na maioria
das vezes pela separagéo em gradiente de Percoll, embora outros sistemas possam ser
utilizados como o “swim-up” ou o lavado espermatico. O percoll € composto por
particulas de silica coloidal coberto com polivinilpirrolidona, preparado em diferentes
concentragbes para formar um gradiente descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e
30%) para separacao espermatica (VARAGO et al., 2008).

Apos a fusdo do espermatozoide com o od6cito, ocorre a ativacdo, evidenciada
na maioria dos mamiferos pela exocitose dos granulos corticais e retomada da meiose.
O nucleo espermatico se descondensa e transforma-se no pronucleo masculino. O
prondcleo migra para o centro do odcito, o envelope nuclear se desintegra e ocorre a
associacdo dos cromossomos para a primeira divisdo mitdtica, a clivagem.
Consequentemente inicia-se 0 desenvolvimento embrionario por sucessivas divisbes e
alteracdes morfolégicas para a formacao de morulas e blastocistos (VARAGO et al.,
2008).

Atualmente, o processo de fecundacéo in vitro na espécie bovina é o que
apresenta maior sucesso dentre todas as espécies, sendo que 40% ou mais dos 00citos
maturados e fecundados in vitro podem se desenvolver até blastocisto, e muitos
bezerros jA nasceram apdés a utilizagdo destas técnicas (VARAGO et al., 2008).

Técnicas de preparagdo de sémen sdo usualmente utilizadas na producéo in
vitro de embrides (PIV) bovinos visando melhorar a qualidade espermatica apés
descongelacdo. Dentre estas técnicas, a centrifugacdo em gradiente de Percoll tem sido
a mais utilizada (CARVALHO et al., 2008).

Terminada a etapa de maturacdo, os oocitos precisam ser fecundados para
que sejam capazes de se desenvolver até o estadio de blastocisto. In vivo 0s
espermatozoides necessitam chegar a ampola do oviduto para fecundar o odcito.
Durante esse percurso, principalmente no istmo, glicosaminaglicanos induzem a

capacitacdo dos espermatozdides. A capacitacdo nada mais € que uma
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desestabilizacdo da membrana plasmaética, pela remocdo de algumas proteinas, sem
modificacdbes morfolégicas, mas bioquimicas, resultando em uma hiperativacdo
espermatica. Esse processo torna possivel a ligacdo do espermatozéide a zona
pelicida, onde ocorre a reagdo do acrossomo. In vitro, para que esse processo ocorra,
0S meios usados devem fornecer um ambiente adequado. O meio mais usado para
fecundacdo in vitro € o FERT-TALP, que contém em sua constituicdo fatores capazes
de promover a capacitacdo espermatica como € o caso da heparina. Outros fatores
importantes para a motilidade e suporte do gameta masculino como a epinefrina,
hipotaurina e penicilamina também estdo presentes no meio. O co-cultivo
(espermatozdide e 00cito) é realizado por um periodo de 18 a 22 horas, em temperatura
de 39°C e atmosfera com 5% de CO, em ar e umidade saturada. Os espermatozoéides
viaveis contidos em uma palheta de sémen precisam ser separados do plasma seminal,
crioprotetores, extensores e dos espermatozoides mortos antes de serem co-cultivados
com os odcitos. Para bovinos, os métodos de separacdo espermatica mais utilizados
sdo o gradiente de PERCOLL e o swim-up. Apés a separacédo, os espermatozéides sdo
diluidos a uma concentracao final de 1 a 5 x 10° espermatozéides viaveis/ml de meio
(GONCALVES et al., 2007).

Apds o maior entendimento do processo de fecundacdo em mamiferos, meios
capazes de favorecer o crescimento embriondrio até o estadio de blastocisto
comecaram a ser desenvolvidos. Em 1967, um primeiro trabalho demonstrou que
zigotos de rata evoluiam até o estadio de duas células embrionarias na presenca de
lactato e piruvato. Um ano depois, Whitten e Biggers obtiveram desenvolvimento de
embribes em um meio simples, sem o aporte de substancias macromoleculares de
origem materna. No entanto, durante o cultivo, muitos embrides paravam o
desenvolvimento entre duas e 16 células dependendo da espécie estudada. Anos mais
tarde esta parada foi denominada de bloqueio do desenvolvimento embrionario, que
corresponde até hoje a uma resposta embrionaria aos efeitos adversos ou carenciais do
sistema de producdo no momento da transicdo do genoma materno para o embrionario.
Na espécie bovina, os embrides sofrem bloqueio no estagio de oito células (VARAGO et
al., 2008).

O aperfeicoamento dos sistemas de cultivo in vitro (CIV) permitiram o avanco
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de outras biotécnicas tais como a clonagem e a manipulacdo de genes. No entanto, o
gargalo da PIV esta na baixa producéo e qualidade de embrifes, em consequéncia da
deficiéncia dos processos in vitro para uma adequada maturacdo citoplasmatica do
oocito, dificultando os processos de preservacdo dos odécitos e embrides e,
consequentemente, a implantacdo em sistemas de producdo animal. Estudos basicos
da regulacdo da maturagdo de o0cito sdo essenciais para a geracao de conhecimentos
necessarios para o aumento dos indices de producdo de embrides in Vvitro
(GONCALVES et al., 2007).

O momento critico para o desenvolvimento embrionario inicia logo apés a
fecundagdo quando o cromossomo feminino reinicia a segunda meiose para formar o
pré-nucleo feminino. O embrido, em sua fase inicial de desenvolvimento, € dependente
do material genético materno acumulado durante a maturacado citoplasmatica. Essa fase
dura até a ativacdo do genoma embrionério, a qual ocorre, em bovinos, no estadio de 8-
16 células e é conhecida como “transicdo maternozigética” (MZT). A transcricao
deficiente do genoma embrionario durante essa fase leva ao bloqueio do
desenvolvimento em varias espécies. Esse fato foi um dos principais entraves da
producdo in vitro de embrides bovinos nas décadas de 60 e 70, entretanto esta
dificuldade contribuiu para o desenvolvimento dos sistemas de cultivo embrionario
(GONCALVES et al., 2007).

O tempo de cultivo in vitro varia de sete a nove dias, dependendo do objetivo
da rotina de PIV, em temperatura de 39°C com atmosfera controlada (5% de O,, 5% de
CO, e 90% de N3) e umidade saturada. A taxa de blastocisto geralmente é avaliada no
sétimo dia de cultivo in vitro sendo que, os blastocistos produzidos podem permanecer
na estufa de cultivo até o nono dia caso se deseje avaliar a taxa de eclosao in vitro
(GONCALVES et al., 2007).

Antes mesmo da descoberta do blogueio embrionario, em 1955, Averill e
colaboradores reportaram a possibilidade de cultivar embrides ovinos utilizando a
transferéncia de embrides no estadio de duas ou quatro células para o oviduto de
coelhas. Em bovinos, este fato s6 foi reportado anos mais tarde, quando foi
comprovado que embrides bovinos em estadio inicial de desenvolvimento poderiam ser

cultivados até a fase de blastocisto fora do ambiente uterino de fémeas bovinas. Assim
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como na espeécie ovina, estes trabalhos foram realizados utilizando a transferéncia dos
embrides para a tuba uterina de coelhas (VARAGO et al., 2008).

As células somaticas do foliculo ovariano, particularmente as células do
cumulus (CCs), desempenham um papel chave na aquisicdo de competéncia de
desenvolvimento do odcito in vivo (GILCHRIST, 2008).

No co-cultivo com células somaticas, 0 meio de cultivo deve ser bastante rico,
pois as células somaticas irdo competir com os embrides pelos nutrientes. O beneficio
da adicdo das células somaticas esta na producédo de fatores de crescimento (fator de
crescimento epidermal - EGF, fator de crescimento tumoral a - TGFa e fator de
crescimento tumoral 31 - TGFR1), na remocdo de componentes inibitérios do meio de
cultivo como radicais livres, metabdlitos celulares, amonia e outros. No entanto, 0s
compostos secretados pelas células apresentam concentracdo variada e nem sempre €
possivel identificd-los, podendo ocorrer alteracdo dos nutrientes presentes no meio, 0
gue impede a avaliacédo da relacdo dos componentes e as exigéncias do embrido. Por
esta razdo, na década de 90, o co-cultivo foi sendo substituido por outros meios de
cultivo. Surgiram meios quimicamente definidos simples, como o Hamster Embryo
Culture Medium (HECM), ou complexos como o TCM-199 (Tissue Culture Medium).
Ambos sem a adicdo de soro. Dentre os meios testados, os melhores resultados com
relacdo ao desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto ocorreram em meio
denominado Synthetic Oviductal Fluid (SOF), baseado no fluido do oviduto de ovelhas
(VARAGO et al., 2008).

A maioria dos laboratorios tem utilizado o cultivo de embrides em meios semi-
definidos com pouco ou nenhum soro e baixa tensdo de oxigénio (5% de O, em
comparacdo aos 20% encontrados no ar atmosférico), sem co-cultivo em células
somaticas. A atmosfera de cultivo, diferentemente daquela usada na maturagdo e na
fecundacao in vitro, passa a ser 5% de CO,, 5% de O,, 90% de N, e umidade saturada
a 39°C. Entre os fatores benéficos da baixa tensdo de O, no meio de cultivo in vitro
pode-se destacar o aumento do diametro embrionario, do niumero de células da massa
celular interna, da transformacéo de moérula para blastocisto e de blastocisto expandido
para eclodido, melhora no aspecto geral do embrido, além da menor espessura da zona

pellcida, o que facilita a eclosdo do embrido (VARAGO et al., 2008).
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A MIV é uma tecnologia muito importante, uma vez que tem o potencial de
captar a vasta oferta de odcitos dentro de um ovario. Em animais domeésticos, a
producdo de embribes a partir de ovarios ndo estimulados usando odcito MIV é uma
pratica muito difundida e é uma importante plataforma tecnologica para reproducao
artificial, clonagem e produgdo de animais transgénicos (GILCHRIST, 2008).

O cultivo pode se estender até o sétimo dia apés a fecundacdo in vitro,
guando é realizada a selecdo e a avaliacdo dos embribes para a transferéncia ou
criopreservacdo. Para avaliacdo da taxa de eclosdo ou da qualidade embrionaria,
principalmente pela determinacdo do numero e viabilidade de blastémeros, o cultivo in
vitro pode se estender até o 8° ou 9° dia apds a fecundacéao in vitro (VARAGO et al.,
2008).

Geralmente, é esperado que, ap0s a maturagdo in vitro, aproximadamente
90% dos odcitos submetidos a maturacdo atinjam a metafase Il com expulsdo do
primeiro corpusculo polar. Destes, 80% séo fecundados e comecam a se dividir, pelo
menos até o estadio de duas a quatro células. No entanto, apenas 25 a 40% destes
embribes alcancam o estadio de blastocisto ou blastocisto expandido. Este fato mostra
gue o cultivo in vitro é o principal passo a determinar a eficiéncia do sistema e que
muito deve ser feito para a melhoria dos resultados (VARAGO et al., 2008).

Os antibiéticos sdo amplamente utilizados na medicina veterinaria,
principalmente nos sistemas de cultivo para a producédo animal. O mecanismo de acao
dos antibiéticos € exercido essencialmente por: interferéncia na sintese da parede
celular, inibicdo da sintese de proteinas; lesdo a membrana citoplasmatica; inibicdo da
sintese de acidos nucléicos e da sintese de metabolitos essenciais. Dentre os varios
antibioticos conhecidos e utilizados na producéao in vitro de embrides, a gentamicina e o
sulfato de amicacina sdo os mais utilizados nos meios de transporte de odcitos, meios
de maturagéo, fertilizagao e cultivo in vitro (VILA et al., 2008).

O cultivo embrionario in vitro varia de sete a nove dias a 39°C, atmosfera
controlada (5% de O,, 5% de CO, e 90% de N,) e umidade saturada. A taxa de
blastocisto geralmente é avaliada no sétimo dia ap6s a fecundacdo sendo que, 0s
blastocistos podem permanecer na estufa até o 9° dia para avaliar a taxa de eclosao in

vitro (GONCALVES, et al., 2008; PONTES et al., 2008).
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Os indices atuais de blastocistos obtidos com a técnica de producéo in vitro
de embrides giram em torno de 20 a 50% (média de 35%). Cada fémea bovina é capaz
de produzir 50 a 100 embrides/ano, com um regime de duas punc¢des semanais por
doadora, durante varios meses. Ainda que satisfatorios esses resultados estdo aquém
do que a técnica é capaz de fornecer. O aumento da eficiéncia da PIV esti
condicionado ao desenvolvimento de trabalhos que visem aperfeicoar e simplificar as
condi¢cBes de cultivo durante as varias etapas do processo, principalmente no que se
refere a maturacao in vitro de oocitos. (GONCALVES et al., 2007).

As taxas de gestacdo obtidas a partir de embrides produzidos in vitro podem
ser bastante variaveis. Esta variac@o estéa associada a qualidade do embrido, o que, por
sua vez, depende das condi¢des de producao de cada laboratdrio. Além disso, como na
transferéncia de embrides (TE), o estado reprodutivo e nutricional das receptoras
também interfere nos resultados. Os indices de gestacdo aos 60 dias tém variado entre
20 e 60% de acordo com cada equipe de trabalho (VARAGO et al., 2008).

2.3 Vitaminas

William Fletcher estava pesquisando as causas da doenca Beribéri quando
descobriu que comer arroz integral impedia Beribéri e comendo arroz polido. Fletcher
acreditava que havia nutrientes especiais contidas no a casca do arroz. O bioquimico
Inglés Sir Frederick Gowland Hopkins descobriu também que os fatores de
determinados alimentos séo importantes para saude (SEN et al., 2006).

Em 1912, o cientista polonés Cashmir Funk chamou de peca especial
nutricional dos alimentos. Vitamine foi mais tarde abreviada para vitamina, quando se
descobriu que nem todas as vitaminas contém nitrogénio, e, portanto, nem todos sao
aminas. Juntos, Hopkins e Funk formularam a hipétese da deficiéncia de vitaminas
poder fazer pessoas doentes. A vitamina E foi descoberta em 1922 em folhas verdes de
legumes por pesquisadores da Universidade da Califérnia, Herbert Katherine Evans e

Bishop. Foi cientificamente chamado tocoferol, isso vem da palavra grega que significa
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tokos parto, e phero sentido de trazer a luz, eo final ol foi adicionada para indicar as
propriedades desta molécula de alcool. Em 1936, foi descoberto que a vitamina E era
abundante em trigo 6leo de gérmen (SEN et al., 2006).

Durante o processo de oxidagao celular pode ocorrer a reacdo em cadeia que
se inicia com ataque de um radical livre nos fosfolipidios da membrana, levando a
formacao de um radical lipidio que reage com oxigénio da molécula tornando-se radical
peroxil. Este radical formado ataca outra ligacdo dupla do fosfolipidio de membrana,
gue reage com oxigénio e assim propaga a reacdo de destruicdo da membrana em
cadeia (SALES, 2005).

2.3.1 Vitamina A

Apesar de existir mais de 600 diferentes carotenoides, apenas 10% s&o
precursores da vitamina A, sendo o 3-caroteno a forma mais ativa e disponivel na dieta.
As plantas ndo produzem vitamina A, que é encontrada somente no reino animal, mas
produzem grande variedade de seu precursor, 0s carotendides. Uma unidade
internacional (IU) de B-caroteno é definida como a atividade de 0,6ug de 3-caroteno que
corresponde a 0,3ug de retinol (vitamina A) (SALES, 2005).

Vitamina A é geralmente complementada em dietas de ruminantes,
para garantr 0 maximo de saude e produtividade. Infelizmente o
retinol suplementar é destruido pelos microorganismos ruminais. A quantidade de
concentrado em uma dieta é um fator associado a destruicdo ruminal. Existe uma perda
de 80% de vitamina A quando os bovinos foram alimentados com dietas de 70% de
concentrado, mas quando alimentados dietas ricas em forragens, as perdas foram
apenas 20% (ALOSILLA et al., 2006).

O uso da dieta e caroteno em reproducdo levou por vezes contraditorias
explicagbes para a sua funcdo e beneficios. Os resultados publicados anteriormente
nao mostraram um efeito da vitamina independente de p-caroteno sintético sobre a
fertilidade de coelho (BESENFELDER et al., 1996).
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A vitamina A tem muitas funcdes, incluindo a manutencdo das células
epiteliais, visdo, regulacdo génica, e funcdo de células imunes. Os requerimentos
diarios de vitamina A para vacas adultas € de 76 Ul / kg de peso vivo, sendo baseado
na eficiéncia reprodutiva. Uma vaca em lactacdo pode consumir de 4000 a 400.000 UI
de vitamina ao dia, a partir de ingredientes basicos. O fator de conversdo de 1 mg de
beta-caroteno = 400 Ul de vitamina A (WEISS, 1997).

Em estudos in vitro ruminal, encontrou-se que 67 a 72% do retinol foi
destruido no prazo de 12 h de incubacdo em liquido ruminal, obtido a partir de bovinos
alimentados com 50 ou 70% de dietas ricas em concentrado, a destruicdo foi de 16 a
20% quando o liquido ruminal foi obtido de gado que tinha sido alimentado com alta (>
75%) dieta de forragem (WEISS, 1997).

Retindides regulam o desenvolvimento e diferenciacdo dos blastocistos
bovinos in vitro, através do envolvimento dos receptores de retindide X (RXRS).
Agonistas de RXR podem ser utilizadas para controlar o desenvolvimento de
blastocistos e de diferenciacao.

A aplicacdo de 1.000.000 Ul de vitamina A em vacas superovuladas nao
afetou a taxa de ovulacdo ou embrides total recuperado, mas aumentou a média
namero de alta qualidade (graus 1 e 2; 4,25 vs 1,86, P = 0,01) e total de embrides
transferiveis (Grades 1, 2 e 3; 5,87 vs 3,13, P = 0,04). O nimero médio de blastocistos
foi maior para grupo tratado com Vitamina A (2,25 vs ,73; P = 0,02). A vitamina A pode
melhorar a qualidade do embrido sem afetar a taxa de ovulacdo em bovinos
superovuladas (SHAW et al., 1995).

Vérias hipoteses tém sido propostas para explicar o efeito da vitamina A no
inicio da embriogénese, incluindo seus efeitos sobre a esteroidogénese, o crescimento
e maturacao folicular, efeitos diretos sobre o concepto e alteragbes sobre a atividade
secretora uterina (SHAW et al., 1995).

Babaei et al. (2006) relataram evidéncias de que a vitamina A € administrada
de forma sistémica pode aumentar o potencial de desenvolvimento de blastocistos em
cultura e é capaz de reduzir os efeitos adversos da vitrificagdo, pelo menos durante os
primeiros dois dias de cultivo em embriées murinos.

A vitamina A tem sua ac¢ao sobre as células da granulosa do foliculo ovariano
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(SALES, 2005). As células foliculares, ou seja, as células da granulosa e do “cumulus
oophorus” tém um papel importante durante a aquisicdo da competéncia oocitaria na
maturacdo in vitro (VARAGO et al.,, 2008) e in vivo (GILCHRIST, 2008). A origem
folicular do odcito tem influéncia significativa sobre o seu potencial de desenvolvimento
(LONERGAN, 2007) (FEUGANG et al., 2009). Varios fatores podem afetar o sucesso
da maturacdo oocitaria, entre eles pode-se citar a morfologia do complexo cumulus-
odcito (CCO), as condi¢des de maturagcdo e a competéncia do oécito (DODE, 2005).

Estudo indica que o desequilibrio da funcdo imune estava presente no gado
JB com baixos niveis séricos de VA durante a fase de engorda (YANO et al., 2009).

O estresse térmico em vacas holandesas nao afetou as concentracdes de a-
tocoferol, B-caroteno, retinol, palmitato de retinol, ou quantidade total de proteinas ou
concentragdes plasmaticas de malondialdeido no musculo (TROUT et al., 1998).

A baixa concentragéao de B-caroteno no plasma (1,53 +/-0,14 mg/L), durante o
periodo pré-parto estad associada a anovulacdo durante a primeira onda folicular pos-
parto (KAWASHIMA et al., 2009). Demonstrando assim a importancia de niveis minimos

de retinol no plasma e liquido folicular para o desenvolvimento folicular até a ovulacéo.

2.3.2 Vitamina E

A deficiéncia de vitamina E foi descrita pela primeira vez, na Universidade da
California em Berkeley em 1922, por Evans e Bishop durante as investigacdes de
infertilidade em ratos, alimentados com banha rancosa. Em 1936, Evans e seus colegas
isolaram um fator que impediu que os sintomas de deficiéncia de vitamina E e nomeou
de tocoferol. No ano seguinte, outros tocoferois foram isolados a partir de 6leos
vegetais, mas estes tinham baixa atividade biolégica. Esta foi a primeira descricdo de
diferentes formas naturais de vitamina E. A existéncia de oito diferentes formas
naturais, todos com atividades antioxidante relativamente potente, tem suscitado
interesse a fungéo desta vitamina (TRABER et al., 1999).

A auto-oxidacdo de moléculas biologicas por oxigénio molecular, tais como
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lipidios, proteinas e DNA, € aceito no desenvolvimento de indmeros eventos
patologicos, tais como céancer e até mesmo 0s processos de envelhecimento. Tal
oxidacdo geralmente procede por uma cadeia de radicais livres mediados mecanismo e
da cadeia de quebra de antioxidantes, tais como a vitamina E, suprimir a oxidacédo e
proteger as moléculas biolégicas e de tecidos de dano oxidativo. A vitamina E € uma
descrigcao genérica para todos 0S tocoferois (TOC) e
tocotrienois (Toc-3) de derivados. Ambos o0s tocoferdis e tocotriendis tem quatro
isémeros, designado a,B,y e 8. O a-tocoferol é a vitamina E que in vivo exerce a maior
atividade biolégica (YOSHIDA et al., 2003; SEN et al., 2006; SEN et al., 2007).
Tocoferdis estdo presentes em vegetais poliinsaturados, 6leos e no gérmen de
sementes de cereais, enquanto tocotriendis sdo encontrados na aleurona e subaleurone
camadas de sementes de cereais e de 6leos de palma (YOSHIDA et al., 2003).

A
atividade antioxidante de a-tocoferol na prevencéo de radicais livres, que iniciam danos
teciduais, é aceito pela maioria dos pesquisadores e acredita-se ser o limpador primario
de radicais livres nas células dos mamiferos (JEONG et al., 2006).

A atividade antioxidante de a-tocoferol e &cido ascérbico variam de acordo
com as condicbes. Por exemplo, em concentracbes mais elevadas, essas duas
vitaminas tém efeitos toxicos de embrides produzidos in vitro em um
sistema de cultura de embrides de camundongos. Embora o acido ascorbico
induzida morte celular por apoptose em altas concentracdes, possivelmente através de
sua acgdo pro-oxidante em concentracbes mais baixas, que ela tem propriedades
antioxidantes, impedindo tanto espontaneas como apoptose induzida por estresse.
Portanto, a terapia antioxidante pode ter efeitos negativos e indesejaveis se uma dose
limiar segura for superada (JEONG et al., 2006).

A maior porcentagem de blastocistos suinos, obtidos através de FIV, ocorreu
com o uso de a-tocoferol nos meios de cultivo, com 100mM (32,4%) em relacédo a
50mM (28,6%), 200mM (21,4%) comparado com o controle (17,6%). O estudo avaliou
os efeitos dos suplemento de antioxidantes sobre a producdo de embribes in vitro
suinos seguido por FIV, melhorando a frequéncia de formacgédo de blastocisto. O a-

tocoferol sozinho ou em conjunto com o acido ascorbico melhoraram a qualidade do
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blastocisto com a reducédo da apoptose dos blastbmeros. Varios antioxidantes tém sido
utilizados para complementar em meios de cultura in vitro, especialmente a-tocoferol e
acido ascorbico, os presentes resultados confirmaram dose dependante dos efeitos
benéficos de um suplemento antioxidante (JEONG et al., 2006).

A vitamina E é um potente limpador peroxil radical e pode proteger acidos
graxos poliinsaturados dentro de fosfolipidios das membranas biologicas e no plasma
lipoproteinas. Quando a vitamina E reage com um radical peroxil,
ele forma um radical tocopheroxyl. Sdo oito diferentes formas naturais de vitamina E.
Essas diferentes formas tém funcdes especificas (TRABER et al., 1999).

A absorcdo da vitamina E a partir do limen intestinal é dependente de
processos necessarios para a digestdo e absorcdo de gordura em enterdcitos. Os
acidos biliares e acidos graxos livres sdo componentes importantes para a formacgéo de
mistura micelas, que contenham produtos de lipélise e de atingir estes junto com a
vitamina E para enterécitos. Na verdade, os acidos biliares sdo essenciais para a
absorcdo de vitamina E , e deficiéncia de vitamina E ocorre em humanos com doenca
hepatica colestatica porque |hes falta a capacidade para secretar &cidos biliares.
Esterases pancreaticas, necessarias para a liberacdo de acidos graxos livres da dieta
triglicerideos, também s&do necesséarios para a clivagem hidrolitica de ésteres de
tocoferol, uma forma comum de sintese da vitamina E na dieta suplementos (TRABER
et al., 1999).

A vitamina E é transportada em lipoproteinas do plasma de uma maneira
inespecifica. No plasma, proteinas especificas de transporte de vitamina E foram
descritos.

Devido a sua baixa absorgdo intestinal, a principal via de excrecdo do
ingerido vitamina E é a eliminacao fecal (TRABER et al., 1999).

O tocotrienol tem uma melhor acdo antioxidante. Além disso, tocotrienol tem
demonstrado possuir efeitos hipocolesterolémico, tem sido sugerido para ter um anti-
trombdtico e efeito anti-tumoral, indicando que pode servir como um agente eficaz na
prevencdo e / ou tratamento de doencas cardiovasculares, cancer (THERIAULT et al
1999) e inibe fortemente a adesdo das plaquetas. O efeito de antiadesivo parece estar

relacionada com uma redug¢do no numero e tamanho dos pseudopodos (SEN et al.,
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2007). As atividades fisiol6gicas tocotrienol sugerem ser superiores as do a-tocoferol
em muitas situacdes (THERIAULT et al., 1999).

Peroxidacdo de lipidios de membrana é conhecida por modificar e inativar
componentes celulares que podem ter danos efeitos sobre os fatores cruciais celulares
qgue levam a doenca (THERIAULT et al., 1999).

A administracdo oral de tocotriendis resultou na supresséo significativa do
figado e do pulméo carcinogénese em camundongos poderia ser agentes promissores
para a prevencao do cancer (WADAA et al., 2005).

A apresentacdo natural de vitamina E é a mistura de duas classes de
compostos, tocoferois e tocotriendis. Cevada, arroz farelo de aveia e 6leo de palma tem
sido relatada ser rica em tocotrienol. A diferenca estrutural entre tocoferéis e
tocotriendis € que os tocoferdis tém um saturados de cadeia fitilo e tocotriendis ter um
insaturados de cadeia fitilo. A concentracdo de tocotriendis no plasma e tecidos, exceto
adiposo tecidos, é menor do que a de tocoferdis em humanos e outros animais apos a
administracdo oral. O acumulo de tocotriendis nas células foi muito superior tocoferdis;
essa poderia ser uma das razdes que tocotriendis terem efeito mais significativo do que
fisico tocoferdis (YOSHIDA et al., 2003).

A vitamina ocorre naturalmente em alimentos e em animais, bem como em
tecidos humanos, possivelmente atuando como uma molécula de armazenamento,
como uma forma de transporte, ou como mensageiro lipidicos para a modulacdo da
transducéo de sinal e expressao génica (ZINNGG, 2007).

Tocoferdis e tocotriendis sdo metabolizados pela degradacdo da cadeia
lateral iniciado pelo citocromo P450 (CYP)-x-hidroxilacdo catalisada seguido de [-
oxidacdo. Considerando que o tocoferol é apenas fracamente metabolizado, grandes
guantidades de produtos finais, hydroxychroman carboxietil (CEHC), sdo encontrados a
partir de outros colos em células HepG2 e na urina humana. Todas as formas de
vitamina E, sdo metabolizados antes de ser excretada na urina como conjugados com
acido glucurdnico ou sulfato (BRIGELIUS-FLOHE, 2003).

Nenhum efeito sinérgico foi observado no desenvolvimento do embrido suino em
suplementacdo nos meios de MIV em um unico suplemento de a-tocoferol. Embora, o

percentual de blastocisto superior nos suplementados em comparacdo com O grupo
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controle, nenhum outro efeito benéfico foi observado em comparacdo com a-tocoferol
ou 4cido L-ascorbico sozinho. Os resultados demonstraram que os efeitos
embriotoxicos do a-tocoferol e/ou acido ascoérbico, em termos de frequéncia de
formacéo de blastocistos e nimero de células do blastocisto, depende da concentracao
e da suplementacdo (HOSSEIN et al., 2007).

A injecéo intramuscular de 500 mg de vitamina E e 50mg selénio antes do
parto e no poés-parto 30 e 80 d nao afetou as concentracbes de a-tocoferol e néo
melhorou a o plasma em relacdo ao grupo controle, ndo teve resultado diferente para
inseminacdes feitas no frio e também para a taxa de primeiro e segundo servico. Dentro
de intervalo de 14 dias de suplementacdo oral, observam-se alteracbes na
concentracéo de alfa-tocoferol (PAULA-LOPES et al., 2003).
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3 JUSTIFICATIVA

A caréncia de material cientifico correlacionando a importancia do uso
parenteral das vitaminas A e E na reproducdo animal € um fato reconhecido
cientificamente. Buscamos determinar mudancas e adequagcfes aos protocolos
existentes no manejo de doadoras de o0citos bovinos, com o0 emprego da vitamina A e

E visando a melhoria qualitativa e quantitativa dos odcitos e embrides.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Investigar os efeitos das vitaminas A e E administradas de forma parenteral
em uso combinado em vacas doadoras de odécitos, na qualidade e quantidade odcitaria
e embrionéria;

Melhorar a PIV aumentando a qualidade e numero de embrides colhidos;

Proporcionar uma maior difusdo e utilizacdo desta técnica como ferramenta

de melhoramento genético do rebanho bovino brasileiro.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar as alteracfes quantitativas dos odécitos obtidos de doadoras tratadas
com a vitamina A e E parenteral;

Analisar as alteragbes quantitativas dos embrides obtidos de doadoras
tratadas com a vitamina A e E parenteral;

Observar as alteragbes quantitativas dos odcitos obtidos de doadoras
tratadas com a vitamina A e E parenteral em relagéo a raga (Simental, Nelore, Brahma
e Gir);

Avaliar as alteracdes quantitativas dos embrides obtidos de doadoras tratadas

com a vitamina A e E parenteral em relacdo a raca (Simental, Nelore, Brahma e Gir).
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5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.1 Local do experimento

Os experimentos foram realizados na empresa Embriotec Reproducdo Animal
Ltda, que esta localizada a sete quildometros da Br153 km18, na zona rural no municipio
de Anépolis — Goias. E uma empresa que ha onze anos presta servicos na area de
Colheita de Sémen e Transferéncia de Embrides em toda regido Centro-Oeste e desde

2006 trabalha também com producéao in vitro de embrides.

5.2 Aspectos éticos

Os experimentos foram submetidos ao Comité de Etica para o Uso de Animais
da Universidade Estadual do Ceara. Todos os cuidados foram tomados na preservagao
da saude dos animais, dos pesquisadores e demais profissionais envolvidos neste
trabalho e do meio ambiente nas areas onde se realizou o projeto de pesquisa. Esses
cuidados incluem instrucdes de seguranca no manejo de produtos e técnicas biolégicas
de prevencéo de acidentes em laboratorios e acondicionamento correto do material a

ser descartado.




5.3 Fluxograma

DOADORA
DE OOCITOS

MATURACAO
DE OOCITOS
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5.4 Animais experimentais

Animais da espécie Bovina (n=22), sexo feminino, sendo dois da raca
Simental, quatro da raca Nelore (Figura 2), cinco da raca Brahma e onze da raca Gir
(Figura 3). Estas vacas fizeram parte do grupo de doadoras de odcitos trabalhadas pela
Embriotec Reproducdo Animal Ltda, onde ocorreu toda a parte experimental deste
projeto.

As vacas tinham 450 a 600 Kg de peso vivo e idade de trés a oito anos,
estavam sem produzir leite e ndo estavam gestantes. Para entrarem no experimento, as
doadoras ndo apresentavam anormalidades ginecoldgicas detectadas por palpacao
retal e exame ultrasonografico.

Foram mantidas em piquetes de capim (Brachiaria decumbens e coast cross)
e suplementadas com racdo balanceada. Agua e sal mineral foram fornecidos a
vontade durante o periodo do experimento.

As vacas estavam com escore corpoéreo entre 3,5 e 4 (escala de 1 a 5). As
fémeas tinham identificacéo individual e fichas préprias, foram previamente examinadas

quanto a saude geral.
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Figura 2 - Doadoras de o6citos daraga Nelore.

tos daraca Gir.
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5.5 Apresentacao das Vitaminas

A apresentacdo da vitamina A, foi o produto comercial Monovin A®, 10 mL
correspondente a 1.000.000 Ul de vitamina A, onde foi utilizado para aplicacdo Unica
apos a primeira sessao de aspiracao folicular.

A apresentacdo da vitamina E, foi o produto comercial Monovin E®,
correspondente a 1g de vitamina E, onde foi utilizado 10 mL para aplicacdo Unica apés

a primeira sessao de aspiracao folicular.

5.6 Fases experimentais

As 22 doadoras de odcitos foram utilizadas em duas fases distintas, com
tratamentos diferenciados apenas para a presenca ou nao de vitaminas. Sendo uma

fase de pré-tratamento e outra de pés-tratamento.

- Fase Pré-tratamento = F1: Quando as 22 fémeas nao foram submetidas a

aplicacao de vitaminas A e E.

- Fase Po¢s-tratamento = F2: Quando as 22 fémeas foram submetidas a

aplicacao de vitaminas A e E.

5.7 Metodologia experimental

As doadoras de odcitos foram analisadas em duas fases, em relacdo a
aplicacdo ou ndo das vitaminas A e E, totalizando 44 aspiracdes foliculares e 42

producdes de embrides in vitro.
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Na fase de pré-tratamento (n=22), os animais foram submetidos a sesséo de
aspiracao folicular sem aplicacdo prévia das vitaminas A e E.

Na fase de pds-tratamento (n=22), os animais utilizados foram os mesmos da
fase de pré-tratamento, que logo apds a primeira aspiracdo receberam as aplicacfes
das vitaminas, e apés 12 dias foram submetidos a nova sesséo de aspiragéao folicular.

Os odcitos provenientes da fase de pré-tratamento e pds-tratamento foram

destinados ao processo de maturacao/fertilizacao e cultivo embrionario.

5.8 Aspiracéo folicular

O procedimento de aspiragdo folicular foi realizado utilizando-se equipamento
de ultra-som Aloka SSD-500 com transdutor microconvexo de 5 mHz (UST 974-5)
conectado a guia de bidpsia adaptado por Chuck Bolland, com agulhas 18 G, (Cook
VBOAS 1855) e linha de aspiracao (Cook VBOA 18L) em tubos de centrifuga de 50 mL.
A pressao de vacuo foi obtida com uma bomba de vacuo, ajustada entre 72 e 78 mmHg
(Figura 4 e 5).

Para evitar movimentos peristélticos e desconforto ao animal foi efetivada
anestesia epidural com 5 mL de Lidocaina a 2% (Pearson®) e em seguida o transdutor
foi inserido até o fundo vaginal e, com o auxilio da manipulacao transretal, os ovarios
foram posicionados para obtencdo de uma boa visualizacdo na tela do ultra-som. Os
foliculos a serem aspirados foram posicionados no percurso da linha de puncao
indicada na tela do ultra-som e quando a agulha se aproximou do foliculo a ser
aspirado, o pedal da bomba de vacuo foi pressionado e o foliculo aspirado, 0 mesmo
procedimento foi repetido em todos os foliculos visiveis de cada ovario. A lavagem da
agulha e o meio de recebimento dos odcitos foi composto de DPBS (Dulbeco
Modificado - Nutricell) acrescido de 5,0 Ul/mL de heparina sodica (Liquemine_®) e 50
mg/mL de Gentamicina (Gentocin®) ( RENESTO, 2004).
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Figura 4 - Bomba de vécuo.

Apoés a aspiracdo folicular referéncia (OPU 1) as mesmas fémeas foram
tratadas com a aplicacdo intramuscular profunda da vitaminas A (1.000.000 Ul de
acetato de retinol, Monovin® A, Laboratério Bravet®) e vitamina E (1g de acetato de o-
tocoferol, Monovin® E, Laboratério Bravet®) e aspiradas novamente (OPU 2) apés 12
dias.




Figura 5 - Doadora de oécitos da raca Nelore em processo de aspiracdo folicular.

5.9 Manipulagéo de od6citos
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5.9.1 Lavagem e selecao dos oocitos

O material aspirado foi transferido para o filtro de colheita de embribes
(EmCom®) e lavado com a mesma solugcdo utilizada na aspiragcdo. O sedimento
restante no filtro foi observado em placas de Petri (100x20mm) e efetuado a busca e
contagem dos oo0citos e posterior classificacdo da qualidade (Figura 6) (RENESTO,
2004).

Figura 6 - Fotomicrografia de odcitos em placa de petri, momentos apds a aspiragcao folicular.
Observa-se o6citos circundados de células da granulosa. Odcito (seta branca), células da granulosa (seta
vemelha). Aumento de 40x.
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Os odcitos foram classificados de acordo com sua morfologia (nUmero de
camadas de células do cumullus e aspecto do citoplasma) em graus I, Il e lll (G, Gll e
Glll), odcitos sem cumullus (s/c), expandidos (exp), degenerados (deg) e atrésicos (atr),
segundo LONERGAN (1992). Os odécitos considerados viaveis foram classificados
como Gl, GllI e Glll, lavados em solugdao TCM 199 Hepes (Gibco) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 50 ug de gentamicina, 2,2 ug de piruvato e
transportados em criotubos (Corning®) contendo meio de maturacdo em banho Maria a
35°C (RENESTO, 2004).

5.9.2 Transporte dos odécitos

Os odcitos foram transportados em meio de maturagdo composto por meio
TCM 199 Bicarbonato, suplementado com 10% SFB, 50Ul de hCG/mL, 0,5 pg/mL de
FSH, 1ug/mL de estradiol, 2,2ug/mL de piruvato, 70 ug/mL de amicacina em atmosfera
de 5% de CO2 e 5% de O2 (Figura 7). O tempo médio de transporte variou de seis a
oito horas, ndo ultrapassando oito horas do inicio da aspiracdo na primeira vaca até a
chegada dos od6citos ao laboratorio (RENESTO, 2004).
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Figura 7 - Acondicionamento de o6citos para transporte.

5.9.3 Maturagéo in vitro (MIV)

Chegando ao laboratorio os oocitos foram lavados trés vezes em meio de
lavagem TCM-199 Hepes, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 70 pg
de amicacina. Em seguida, foram transferidos para placas de Petri (100x20mm), em
microgotas de 100 pL de meio de maturacdo, que consistiu de meio TCM 199
Bicarbonato, suplementado com 10% SFB, 50Ul de hCG/mL, 0,5 pug/mL de FSH,
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lug/mL de estradiol, 2,2ug/mL de piruvato, 70 pyg/mL de amicacina. Os odcitos
permaneceram incubados por 24 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 em ar
(RENESTO, 2004) (Figuras 8, 9 e 10).

Thermo

ELECTRON CORPORATION

Forma Series Il
Water Jacketed CO, Incubator

Figura 8 - Estufa de maturacdo odcitéria.
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Figura 9 — Fotomicrografia de odcitos ap6s maturagao in vitro. Observa-se um odcitos circundados
de células da granulosa expandidas. Odcito (seta branca), células da granulosa (seta vemelha). Aumento

de 20x.

Figura 10 - Fotomicrografia de o6citos apés maturacao in vitro. Observa-se um odécitos circundados
de células da granulosa expandidas. Odcito (seta branca), células da granulosa (seta vemelha). Aumento

de 20x.

5.9.4 Fecundacéo in vitro (FIV)
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Os od6citos maturados foram lavados trés vezes em meio de fecundacéo
TALP-FIV e transferidos para microgotas de 100uL de meio de fecundagéo Tyrode
modificado (TALP). O sémen congelado foi separado em Gradiente de Percoll 90 e
45%, submetido a uma forca de centrifugacdo de 900g durante 30 minutos. O
sedimento foi recuperado e avaliado quanto ao volume, concentracdo e motilidade
espermatica. A concentracao final foi ajustada para 25 x 10° espermatozéides vivos por
mL, de modo que, ao adicionar 4uL do sémen em cada microgota de 100uL de meio
TALP-FIV-Gotas, obteve-se a concentracéo final de 100x10° espermatozéides vivos por
gota. Posteriormente, foram incubados em temperatura de 39°C por 18 a 20 horas, com
atmosfera de 5% de CO2 em ar, para a fecundagéo (Figura 11) de acordo com Renesto
(2004).

Figura 11 - Fotomicrografia de O6cito em processo de fecundacéo in vitro. Observa-se um 06cito
circundado de espermatozoides. Espermatozdéides circundando odcito (seta branca), odcito sendo
fecundado (seta vemelha). Aumento 60x.

Fonte: Gentileza de Regivaldo Vieira de Souza.
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Apés 168h da FIV foi realizada a classificacdo dos embrides viaveis em Bi
(blastocisto inicial), Bl (blastocisto), Bx (blastocisto expandido) e Be (blastocisto
eclodido) (VILA et al, 2008) (Figura 12).

5.9.5 Cultivo in vitro (CIV)

Apés o tempo de fecundacédo, os zigotos foram lavados por trés vezes em
meio synthetic oviductal fluid (SOF) e as estruturas transferidas para microgotas com
100 pyL de meio de cultivo, recobertas por 6leo mineral, permanecendo nestas por um
periodo de seis a oito dias até os zigotos atingirem os estadios de moérula (Mo) e
blastocisto (Bl). O meio de cultivo foi renovado em cada microgota no terceiro e quinto
dia (feeding) e no sexto e sétimo dia foi observado o desenvolvimento embrionario
(RENESTO, 2004) (Figura 12).

Figura 12 - Fotomicrografia de embrides em processo de cultivo in vitro. Observa-se embrides em
estadgio de moérula compacta, blastocisto inicial e blastocisto expandido. Zona peltcida de uma mérula
compacta (seta branca), blastocele de um blastocisto expandido (seta vemelha), botdo embrionéario de
um blastocisto expandido (seta verde), blastocisto inicial (seta rosa) e mérula compacta (seta azul).
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A temperatura no cultivo de embrides utilizada foi de 38,5°C, podendo variar
de 38,5°C como utilizado por Vila e colaboradores (2008) ou 38,8°C como relatado por

Pontes e colaboradores (2008).
5.10 Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram analisados segundo as diferencas
entre as variaveis em funcdo do tratamento com vitamina A e E foram avaliadas atraves
do t-Test pareado (SAS, 2003), com nivel de significancia de 5%. (Statistical Analysis
Systems. SAS User's Guide. Cary, North Carolina: Statistical Analysis Systems Institute
Inc; 2003).

As variadveis quantitativas foram, inicialmente, analisadas pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo. Para a estatistica
descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrao (dados paramétricos) ou a mediana
e intervalo interquartil (dados nédo paramétricos). Comparacgdes entre as fases de pré e
pés-tratamento, considerando todas as racas e cada uma individualmente, foram
realizadas pelo teste t para dados emparelhados (dados paramétricos) ou pelo teste de
Wilcoxon (variaveis ndo paramétricas). Comparagdes entre as quatro racas em cada
fase do estudo (intergrupos) foram realizadas mediante o uso da andlise de variancia
(ANOVA) associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey, para verificar
diferencas entre as racas aos pares (dados paramétricos), ou do teste de Kruskal-Wallis
associado ao teste de comparacdes multiplas de Dunn (variaveis ndo paramétricas)
(ARMITAGE; BERRY, 1994; MOTULSKY, 1995).

A eficacia (E) do tratamento com as vitaminas A e E foi calculada em fungéo
da producéo de odcitos, de embrides e da taxa de conversdo de o0citos para embrides,
sendo expressa em termos percentuais conforme a seguinte expressao:

P, —P,.
Ez( Pés Pré leO,
Pr

é
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onde Pprs € Ppgs Ccorrespondem, respectivamente, aos valores dos parametros utilizados
no pré e pos-tratamento.

Em todos os casos, estabeleceu-se em 0,05 (5%) a probabilidade a do erro
tipo | (nivel de significancia), sendo considerado como estatisticamente significante um
valor P menor que 0,05.

O software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad
Software, San Diego, California, USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizacdo dos

procedimentos estatisticos como para a elaboracéo dos graficos.
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6 RESULTADOS

Nos experimentos foram utilizadas 22 doadoras (duas da raca Simental,
quatro da raca Nelore, cinco da raca Brahma e onze da raca Gir). Desses animais,
foram feitas 44 aspiracdes foliculares (OPU) com 44 producdes in vitro (PIV). Porém, 42
produziram embrides e duas vacas Gir na fase pré-tratamento ndo produziram
embrides.

As 44 aspiraces foliculares proporcionaram a producao total de 520 odcitos,
sendo que, 217 foram obtidos na fase pré-tratamento (OF1) quando os animais ndo
receberam a aplicacdo das vitaminas; e 303 na fase pos-tratamento (OF2) quando os

animais receberam a aplicacdo das vitaminas A (1.000.000 Ul de acetato de retinol,

Monovin® A, Laboratério Bravet®) e vitamina E (1g de acetato de a-tocoferol, Monovin®
E, Laboratério Bravet®) (Figura 13).

Figura 13 - Fotomicrografia de o6citos momentos ap6s a aspiracdo folicular (OPU).
Esteriomicroscépio Nikon com aumento de 20x.
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A resposta da OF2 na producdo de odcitos foi de 303 estruturas, com
acréscimo de 86 odcitos totais e médias de 3,9 + 1,6 odcitos em relagdo a OF1. Obteve-
se meédia de 9,86 = 5,53 e 13,77 * 9,43 para a OF1 e OF2 respectivamente, com
significancia estatistica (*p<0,03; p=0,0219) (Tabela 1 e Figura 14).

A resposta na producao de odcitos da fase pos-tratamento quando agrupado
os dados das racas Nelore, Brahma e Gir (OF2-NBG) foi de 293 estruturas; com
acréscimo de 95 odcitos totais e média de 4,7 = 1,6 odcitos em relacdo a fase preé-
tratamento da racas Nelore, Brahma e Gir (OF1-NGB). Obteve-se média de 9,90 + 5,81
e 14,65 £ 9,44 para OF1-NGB e OF2-NGB respectivamente, com resultado significativo
(*p<0,01; p=0,0085) (Tabela 1 e Figura 15).

Tabela 1 — Valores da média e desvio padrdo do numero de odécitos referentes as contagens
efetuadas em todos os 22 animais estudados e nas 20 matrizes pertencentes as racas Nelore,
Brahma e Gir em cada fase do estudo (pré e pés-tratamento).

Pré-tratamento Pds-tratamento
Racas - - Significancia

Média  DPSSVIO \iggip  Desvio
padréo padréo

P =0,0219

Todas as racas 9,86 5,53 13,77 9,43 A=-391

IC95%: -7,19 a -0,63
P =0,0085
Nelore, Brahma 4 4, 5,81 14,65 9,44 A=-4,75

e Gir IC95%: -8,14 a -1,36

A: média das diferencas entre as fases de pré e pds-tratamento; IC95%: intervalo de confianca de 95%
da média das diferengas.
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Figura 14 — Producgéo de oocitos verificada nas fases de pré e pos-tratamento considerando todos
0s animais estudados. Dados expressos como média e desvio padrdo correspondentes as medicdes
efetuadas em 22 animais em cada periodo. O teste t para dados emparelhados foi usado para comparar
as duas fases do estudo. Constatou-se que a producdo de odcitos na fase de pés-tratamento foi
significantemente maior (*p= 0,0219) que a observada no pré-tratamento.
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Figura 15 — Producdo de oocitos verificada nas fases de pré e poés-tratamento considerando
conjuntamente as racas Nelore, Brahma e Gir. Dados expressos como média e desvio padrédo
correspondentes as medicfes efetuadas em 20 animais em cada periodo. O teste t para dados
emparelhados foi usado para comparar as duas fases do estudo. Constatou-se que a produgdo de
odcitos na fase de pos-tratamento foi significantemente maior (**p = 0,0085) que a observada no pré-
tratamento.
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Os resultados da producdo de odcitos da fase pré-tratamento (OF1) e pos-
tratamento (OF2) quando os animais sao separados por raca sao: Simental 9,50 £ 0,71
(OF1S) e 5,00 + 1,41 (OF2S); Nelore 12,00 + 7,26 (OF1N) e 25,00 + 11,17 (OF2N);
Brahma 11,20 £ 7,26 (OF1B) e 14,00 + 6,96 (OF2B); Gir 8,55 + 5,07 (OF1G) e 11,18 +
7,51 (OF2G) (Tabela 2). Dados expressos como média e desvio padrao
correspondentes as contagens efetuadas em 2 animais da raca Simental, 4 da raca

Nelore, 6 da raca Brahma e 11 matrizes da raca Gir.

Tabela 2 — Valores da média e desvio padrdo do nimero de odécitos referentes as contagens
efetuadas nos animais pertencentes as racas Simental (2), Nelore (4), Brahma (6) e Gir (11) em
cada fase do estudo (pré e pés-tratamento).

Pré-tratamento Pds-tratamento P
Raca _ _ Significancia
Média  DOSVIO  pggia  DeSVIO (namesma raga)
padrao padrédo
P =0,0704
Simental 9,50 0,71 5,00 1,41 A =450
IC95%: -1,86 a 10,86
P =0,0548
Nelore 12,00 7,26 25,00* 11,17 A =-13,00
IC95%: -26,50 a 0.50
P =0,2501
Brahma 11,20 6,72 14,00 6,96 A=-2,80
IC95%: -8,58 a 2,98
P=0,1716
Gir 8,55 5,07 11,18 7,51 A=-2,63
IC95%: -6,63 a 1,35
Significancia F=0,4687 F=3,8750
(entre asragas) P=0,7078 P=0,0267

A: média das diferencas entre as fases de pré e pds-tratamento; IC95%: intervalo de confianca de 95%
da média das diferencas; *p < 0,05: Nelore maior que Simental e Gir no pés-tratamento (teste de Tukey).
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O teste de t para dados emparelhados foi usado para comparar as duas fases
do estudo na mesma raga. N&o foram constatadas diferengas estatisticamente
significante entre as duas fases estudadas em nenhuma das racas, embora, na raca
Nelore, tenha sido observada uma diferenca marginalmente significante (p = 0,0548)
(Figura 16 e Tabela 2).

A resposta na producdo de odcitos da raca Simental na fase pods-tratamento
(OF2S) em relacdo a fase pré-tratamento (OF1S) ndo demonstrou resultado
significativo (p>0,05) (Figura 16 e Tabela 2).

A producéo total de odcitos da raca Simental foi de 19 estruturas para a
OF1S e dez para OF2S, sendo a variacdo e média com desvio padrdo de 9-10/9,5 £
0,71 (OF1S); 4-6 / 5 £ 1,41 (OF2S) respectivamente (Figura 16 e Tabela 2). O resultado
absoluto na producéo de odcitos da OF2S foi menor que do OF1S.

A resposta na producdo de odcitos da raca Nelore na fase pos-tratamento
(OF2N) em relacdo a fase pré-tratamento (OF1N) ndo demonstrou resultado
significativo  (p>0,05; p=0,0548), podendo ser considerada uma diferenca
marginalmente significante(Figura 16 e Tabela 2).

A producéo total de odcitos da raca Nelore foi de 48 estruturas para a OF1N e
100 para OF2N, sendo a variacdo e média com desvio padrdo de 2-19 / 12,00 + 7,26
(OF1N); 16-40 / 25,00 + 11,17 (OF2N) respectivamente (Figura 16 e Tabela 2). O
resultado absoluto na producéo de odcitos da OF1N foi menor que do OF2N.

A resposta na producao de odcitos da raca Brahma na fase pdés-tratamento
(OF2B) em relacdo a fase pré-tratamento (OF1B) ndo demonstrou resultado
significativo (p>0,05) (Figura 16 e Tabela 2).

A producéo total de odcitos da raca Brahma foi de 56 estruturas para a OF1B
e 70 para OF2B, sendo a variacdo e média com desvio padrdo de 4-20 / 11,20 + 6,72
(OF1B); 4-23 / 14,00 = 6,96 (OF2B) respectivamente (Figura 16 e Tabela 2). O
resultado absoluto na producéo de odcitos da OF2B foi menor que do OF1B.

A resposta na producdo de odécitos da raca Gir na fase poés-tratamento
(OF2G) em relacdo a fase pré-tratamento (OF1G) ndo demonstrou resultado
significativo (p>0,05) (Figura 16 e Tabela 2).
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A producéo total de odécitos da raca Gir foi de 94 estruturas para a OF1G e
123 para OF2G, sendo a variacdo e média com desvio padrdo de 2-18 / 8,55 + 5,07
(OF1G); 2-24 / 11,18 + 7,51 (OF2G) respectivamente (Figura 16 e Tabela 2). O

resultado absoluto na producéo de odcitos da OF1NG foi menor que do OF2G.
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Figura 16 — Producdo de oocitos verificada nas fases de pré e pds-tratamento considerando as
quatro racgas individualmente: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significante entre as duas fases estudadas em nenhuma das ragas, embora, na raca
Nelore, tenha sido observada uma diferenca marginalmente significante (p = 0,0548).

Na comparacdo entre as racas em relacdo a producdo de odcitos, no pré-
tratamento e pos-tratamento, quando foram feitas analises de variancia (ANOVA)
associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre
as racas duas a duas. Constatou-se que, no pos-tratamento, a producéo de odcitos na
raca Nelore foi significantemente maior (*p < 0,05) que aquela referente as racas

Simental e Gir (Figura 17).
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Figura 17 — Comparacéo entre as ragas Simental, Nelore, Brahma e Gir, em relagdo a producgéo de
odécitos, em cada fase do estudo (pré e pés-tratamento). Dados expressos como média e desvio
padrdo, constatou-se que, no pds-tratamento, a producé@o de odcitos na raca Nelore foi significantemente
maior (*p < 0,05) que aquela referente as racas Simental e Gir.

A eficacia do tratamento com as vitaminas A e E calculada em funcéo da
producdo de odcitos para cada raca estudada: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Os
dados foram expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo
correspondentes as contagens efetuadas em 2 animais da raca Simental, 4 da raca
Nelore, 6 da raca Brahma e 11 matrizes da raca Gir. Comparacdes entre as quatro
racas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de comparacoes
multiplas de Dunn, para verificar diferengas entre as ragas duas a duas. Constatou-se
que, na raca Nelore, a eficacia do tratamento no que concerne a producao de oocitos foi
significantemente maior (*p < 0,05) que aquela observada na raca Simental (Figura 18
Tabela 3).
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Figura 18 — Eficéacia do tratamento com as vitaminas A e E calculada em func¢éo da produc¢ao de
odcitos para cada raca estudada: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo. Na analise estatistica foi usado o teste de Kruskal-Wallis
e o teste de compara¢des multiplas de Dunn. Constatou-se que, na raca Nelore, a eficacia do tratamento

no que concerne a producdo de odcitos foi significantemente maior (*p < 0,05) que aquela observada na
raca Simental.

Tabela 3 — Mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo da eficacia do tratamento
com as vitaminas A e E, calculada em funcdo da producdo de oo0citos, para cada raca
individualmente e paratodos os animais estudados.

Raca Mediana Intervalo interquartil Minimo Maximo
Simental -47,78 -55,56 a -40,00 -55,56 -40,00
Nelore 117,76* 32,63 a 593,75 6,67 750,00
Brahma 20,00 -7,50 a 88,54 -15,00 133,33
Gir 0,00 -7,69 a 75,00 -50,00 242,86

Significancia KW=7,9210
(entre as racas) P=0,0477

Todas as racas 8,889 -9,519 a 102,63 -55,56 750,00

KW: Estatistica de Kruskal-Wallis; *P < 0,05: Nelore versus Simental (teste de Dunn).
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Os resultados das 44 aspiragOes foliculares (OPU) proporcionaram a seguinte
producdo de odcitos por raca: 29 na Simental; 148 na Nelore; 126 na Brahma e 217 na
Gir. A variacdo numeérica de odcitos foi de dois a 40 por aspiracdo, sendo de quatro a
dez; dois a 40; quatro a 23 e dois a 24 para as racas Simental, Nelore, Brahma e Gir
respectivamente. Houve variacdes numéricas nas aspiracdes nos dois grupos, desde
dois a 40 odcitos (dois a 20 no controle e quatro a 40 no tratado) (Quadro 1).

Quadro 1 - Producédo de odcitos do grupo controle e tratado por aspiracdo folicular (OPU) -
Numero absoluto de OPU, quantidade total e variagdo numérica na producdo de odcitos; na producdo

total por raca (Simental, Nelore, Brahma e Gir) e grupo condensado (agrupamento das racas Simental,
Nelore, Brahma e Gir), dos animais controles e tratados.

Raca N° de OPU Total de odcitos Variacao de odcitos
Simental 4 29 4-10
Nelore 8 148 2-40
Brahma 10 126 4-23
Gir 22 217 2-24
Todas as racas 44 520 2-40

As 22 doadoras proporcionaram 44 producdes in vitro de embrides (PIV) com
producdo total de 224 embrides (Figura 19), sendo que 93 obtidos na fase pre-
tratamento (EF1) que ndo receberam a aplicacdo das vitaminas e 131 na fase poés-
tratamento (EF2) que receberam as vitaminas, demonstrando um acréscimo de 40,86%
na producdo. A média geral de embries foi de 5,09 por PIV, sendo 4,22 e 5,95 para o
EF1 e EF2 respectivamente.

A resposta geral na EF2 em produgéo de embrides foi de 131 estruturas, com

acrescimo de 38 embrides em relacédo a EF1. Obtendo média de 4,23 + 3,09 e 5,95 +
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4,05 para EF1 e EF2 respectivamente, com resultado significativo (*p<0,03; p=0,0228)
(Figura 20, 21 e Tabelas 4).

Figura 19 - Fotomicrografia de embrides produzidos por fecundacdo in vitro. Esteriomicroscopio
Nikon com aumento de 20x.

Tabela 4 — Valores da média e desvio padrdo do nimero de embrides referentes as contagens
efetuadas em todos os 22 animais estudados e nas 20 matrizes pertencentes as racas Nelore,
Brahma e Gir em cada fase do estudo (pré e pds-tratamento).

Pré-tratamento Pés-tratamento
Racas : : Significancia
Média  Desvio Média  Desvio
padréo padréo
P =0,0228
Todas as racas 4,23 3,09 5,95 4,05 A=-172
IC95%: -3,19 a -0,27
P=0,0285
gecl?rre’ Brahma /5 3.15 6.25 4,09 A=-1,80
IC95%: -3,39 a -0,21

A: média das diferencas entre as fases de pré e poés-tratamento; IC95%: intervalo de confianga de 95%
da média das diferencas.
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Figura 20 — Producdo de embriGes verificada nas fases de pré e pés-tratamento considerando
todos os animais estudados. Dados expressos como média e desvio padrdo correspondentes as
medicdes efetuadas em 22 animais em cada periodo. O teste t para dados emparelhados foi usado para
comparar as duas fases do estudo. Constatou-se que a producdo de embrides na fase de pés-tratamento
foi significantemente maior (*p = 0,0228) que a observada no pré-tratamento.

A resposta na producdo de embribes da fase pobs-tratamento quando
agrupado os dados das racas Nelore, Brahma e Gir (EF2-NBG) foi de 125 estruturas;
com acréscimo de 36 embrides totais em relacdo a fase pré-tratamento da racas
Nelore, Brahma e Gir (EF1-NGB). Obtendo média e desvio padrdo de 4,45 + 3,15 e
6,25 + 4,09 para EF1-NGB e EF2-NGB respectivamente, com resultado significativo
(*p<0,03; p=0,0285) (Figura 21 e Tabela 4).
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Figura 21 — Producao de embriGes verificada nas fases de pré e pés-tratamento considerando
conjuntamente as racas Nelore, Brahma e Gir. Dados expressos como média e desvio padrdo
correspondentes as medicOes efetuadas em 20 animais em cada periodo. O teste t para dados
emparelhados foi usado para comparar as duas fases do estudo. Constatou-se que a producdo de
embrides na fase de pés-tratamento foi significantemente maior (*P = 0,0285) que a observada no pré-
tratamento.
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A resposta na producdo de embrides da raca Simental na fase pos-
tratamento (EF2S) em relacdo a fase pré-tratamento (EF1S) ndo demonstrou resultado
significativo (p>0,05) (Figura 22).

A producdao total de embrides da raca Simental foi de quatro estruturas para
EF1S e seis para EF2S (Quadro 2), sendo a média com desvio padrao de 2,00 + 0,00
(EF1S); 3,00 + 2,83 (EF2S) respectivamente (Tabela 5 e Figura 22).

A resposta na producédo de embrides da raca Nelore na fase pds-tratamento
(EF2N) em relacao a fase pré-tratamento (EF1N) ndo demonstrou resultado significativo
(p>0,05) (Figura 22).

A producéo total de embrides da raca Nelore foi de 18 estruturas para EF1N e
36 para EF2N (Quadro 2), sendo a média com desvio padrao de 4,50 + 2,65 (EF1N);
9,00 £ 2,83 (EF2N) respectivamente (Tabela 5 e Figura 22).

A resposta na producgdo de embribes da raga Brahma na fase pds-tratamento
(EF2B) em relacéo a fase pré-tratamento (EF1B) ndo demonstrou resultado significativo
(p>0,05) (Figura 22).

A producéao total de embrides da raca Nelore foi de 39 estruturas para EF1B e
47 para EF2B (Quadro 2), sendo a média com desvio padrdo de 7,80 + 4,09 (EF1B);
9,40 £ 4,04 (EF2B) respectivamente (Tabela 5 e Figura 22).

A resposta na producdo de embrides da raca Gir na fase pés-tratamento
(EF2G) em relacdo a fase pré-tratamento (EF1G) ndo demonstrou resultado
significativo (p>0,05) (Figura 22).

A producéo total de embrides da raga Gir foi de 32 estruturas para EF1G e 42
para EF2G (Quadro 2), sendo a média com desvio padréo de 2,91 + 1,38 (EF1G); 3,82
*+ 2,89 (EF2G) respectivamente (Tabela 5 e Figura 22).



82

Quadro 2 - Producéo de embriGes do grupo controle e tratado por producéo in vitro (PIV) - Nimero
absoluto de PIV, ndmero total e variagdo numérica de embrides. Demonstracdo da producao total de
embriBes por raca (Simental, Nelore, Brahma e Gir) e grupo condensado, dos animais controles e

tratados. * Resultados com significancia estatistica, *p<0,05.

Raca N° de OPU Total de embrides Variagao de embrides
Simental 4 10 2-5
Nelore 8 54 1-13
Brahma 10 86 3-15
Gir 20 74 1-10

Todas as racas 42 224 1-15
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Tabela 5 — Valores da média e desvio padrao do numero de embriGes referentes as contagens
efetuadas nos animais pertencentes as ragas Simental (2), Nelore (4), Brahma (6) e Gir (11) em

cada fase do estudo (pré e pés-tratamento).

Pré-tratamento Pdés-tratamento e A
Raca . . Significancia
¢ Média  DesVio Média ~ DESVio  (namesma raga)
padrao padréo
P =0,7048
Simental 2,00 0,00 3,00 2,83 A=-1,00
IC95%: -26,42 a 24,42
P =0,1487
Nelore 4,50 2,65 9,00 2,83 A =-450
IC95%: -11,91a 2,91
P =0,3739
Brahma 7,80*t 4,09 9,401 4,04 A=-1,60
IC95%: -6,04 a 2,84
P =0,2640
Gir 2,91 1,38 3,82 2,89 A=-0,91
IC95%: -2,62 a 0,80
Significancia  F=5,2380 F=5,4450

(entre as racas) P=0,0089 P=0,0077

A: média das diferencas entre as fases de pré e pds-tratamento; IC95%: intervalo de confianca de 95%
da média das diferencas; *p < 0,05: Brahma versus Simental no pré-tratamento; TP < 0,01: Brahma
versus Gir no pré-tratamento; P < 0,05: Brahma versus Simental no pés-tratamento (teste de Tukey).
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Figura 22 — Producéo de embribes verificada nas fases de pré e pdés-tratamento considerando as
quatro racas individualmente: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Dados expressos como média e
desvio padrdo correspondentes as contagens efetuadas em 2 animais da raga Simental, 4 da raca
Nelore, 6 da raca Brahma e 11 matrizes da raca Gir. O teste de t para dados emparelhados foi usado
para comparar as duas fases do estudo na mesma raca. Nao foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre as duas fases estudadas em nenhuma das racas.

A comparacgdo entre as racas Simental, Nelore, Brahma e Gir, em relacdo a
producdo de embrides, em cada fase do estudo (pré e pds-tratamento). Dados
expressos como média e desvio padrdo correspondentes as contagens efetuadas em 2
animais da raca Simental, 4 da raca Nelore, 6 da raca Brahma e 11 matrizes da raca
Gir. Comparacdes entre as quatro racas em cada fase foram feitas pela anélise de
variancia (ANOVA) associada ao teste de comparagcdes mdltiplas de Tukey, para
verificar diferencas entre as racas duas a duas. Constatou-se que, no pré-tratamento, a
producdo de embrides na raca Brahma foi significantemente maior que aquela referente
as racas Simental (*P < 0,05) e Gir (**p < 0,01). Analogamente, no pés-tratamento, a
producdo de embrides na raga Brahma foi significantemente maior (*p < 0,05) que

aquela referente a raga Gir (Figura 23).
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Figura 23 — Comparacdo entre as ragas Simental, Nelore, Brahma e Gir, em relac&o a produc¢éo de
embrides, em cada fase do estudo (pré e poés-tratamento). Dados expressos como media e desvio
padrdo. Na analise estatistica foi usado analise de variancia (ANOVA) associada ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre as racas duas a duas. Constatou-se que,
no pré-tratamento, a producdo de embrides na raca Brahma foi significantemente maior que aquela
referente as racas Simental (*P < 0,05) e Gir (**p < 0,01). Analogamente, no pés-tratamento, a produgao
de embriBes na raga Brahma foi significantemente maior (*p < 0,05) que aquela referente a raca Gir.

A eficicia do tratamento com as vitaminas A e E calculada em funcdo da
producdo de embrides para cada raca estudada: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Dados
expressos como mediana, intervalo interquarti e valores minimo e maximo
correspondentes as contagens efetuadas em 2 animais da raca Simental, 4 da raca
Nelore, 6 da raca Brahma e 11 matrizes da raca Gir. Comparagfes entre as quatro
racas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de comparagdes
multiplas de Dunn, para verificar diferencas entre as ragas duas a duas. N&o foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes entre as racas estudadas (Tabela
6 e Figura 24).
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Tabela 6 — Mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo da eficacia do tratamento
com as vitaminas A e E, calculada em funcdo da producdo de embrides, para cada raca

individualmente e para todos os animais estudados.

Raca Mediana Intervalo interquartil Minimo Maximo

Simental 50,00 -50,00 a 150,00 -50,00 150,00

Nelore 120,83 4,17 a 656,25 0,00 800,00

Brahma 25,00 -14,65 a 104,17 -18,18 175,00

Gir 0,00 -50,00 a 50,00 -100,00 233,33

Significancia KW=1,8533

(entre as racas) P=0,6034

Todas as racas 20,83 -12,88 a 156,25 -100,00 800,00

KW: Estatistica de Kruskal-Wallis.
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Figura 24 — Eficéacia do tratamento com as vitaminas A e E calculada em fun¢édo da producéo de
embrides para cada raca estudada: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo. Na andlise estatistica foi usado o teste de
Kruskal-Wallis e o teste de comparacdes mdltiplas de Dunn. N&o foram constatadas diferencas

estatisticamente significantes entre as racas estudadas.
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A taxa de conversdo de odcitos para embrides verificada nas fases de pré e
pés-tratamento considerando as quatro racas individualmente: Simental, Nelore,
Brahma e Gir. Dados expressos como meédia e desvio padrdo correspondentes as
contagens efetuadas em 2 animais da raca Simental, 4 da raca Nelore, 6 da raca
Brahma e 11 matrizes da raca Gir. O teste de t para dados emparelhados foi usado
para comparar as duas fases do estudo na mesma raga. Ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significante entre as duas fases estudadas em nenhuma
das racas (Tabela 7 e Figura 25 e 26).

Tabela 7 — Valores da média e desvio padrdo da taxa de conversdo referentes as observacdes

realizadas em todos os 22 animais estudados e nas 20 matrizes pertencentes as ragas Nelore,
Brahma e Gir em cada fase do estudo (pré e pds-tratamento).

Pré-tratamento Pos-tratamento
Racas - - Significancia
Média  D8SVIO \ggia  DeSVIO
padréao padrédo
P =0,9926
Todas asracas  0,4414 0,1856 0,4409 0,2509 A =0,0005
IC95%: -0,10 a 0,10
Nelore, Brahma P =0,4303
’ 0,4645 0,1785 0,4310 0,2442 A =0,0335

e Gir IC95%: -0,05 a 0,12

A: média das diferencas entre as fases de pré e pds-tratamento; IC95%: intervalo de confianca de 95%
da média das diferencas.
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Figura 25 — Taxa de conversdo de oocitos para embrides verificada nas fases de pré e pés-
tratamento considerando todos os animais estudados. Dados expressos como média e desvio
padréo correspondentes as medi¢fes efetuadas em 22 animais em cada periodo. O teste t para dados
emparelhados foi usado para comparar as duas fases do estudo. N&o foi constatada diferenca
estatisticamente significante entre as duas fases do estudo.
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Figura 26 — Taxa de conversdo de odcitos para embrides verificada nas fases de pré e pés-
tratamento considerando conjuntamente as racas Nelore, Brahma e Gir. Dados expressos como
média e desvio padrdo correspondentes as medigfes efetuadas em 20 animais em cada periodo. O teste
t para dados emparelhados foi usado para comparar as duas fases do estudo. Nao foi constatada
diferenca estatisticamente significante entre as duas fases do estudo.
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A taxa de conversdo de odcitos para embrides verificada nas fases de pré e
pés-tratamento considerando as quatro racas individualmente: Simental, Nelore,
Brahma e Gir. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente significante entre as
duas fases estudadas em nenhuma das racas (Figura 27). A taxa de conversao para
blastocisto foi 21,1% e 60%, para EF1S e EF2S respectivamente. A taxa de converséo
de odcito para embrido foi de 37,5% e 36% para EF1N e EF2N, respectivamente. A
taxa de conversao de odcito para embrido foi de 69,64% e 67,14% para EF1B e EF2B
respectivamente. A taxa de conversao de odécito para embrido foi de 34,04% e 34,14%

para EF1G e EF2G respectivamente (Figura 27).
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Figura 27 — Taxa de conversdo de odcitos para embrifes verificada nas fases de pré e poés-
tratamento considerando as quatro racas individualmente: Simental, Nelore, Brahma e Gir. Nao
foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre as duas fases estudadas em nenhuma
das racas.

Comparacgéo entre as racas Simental, Nelore, Brahma e Gir, em relagcdo a
taxa de conversdo de odcitos para embrides, em cada fase do estudo (pré e poés-
tratamento). Dados expressos como média e desvio padrdo correspondentes as
contagens efetuadas em 2 animais da raga Simental, 4 da raca Nelore, 6 da raca
Brahma e 11 matrizes da raca Gir. Comparacdes entre as quatro racas em cada fase
foram feitas pela analise de variancia (ANOVA) associada ao teste de comparacdes

multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre as racas duas a duas. Constatou-se
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que, no pré-tratamento, a taxa de conversdo verificada na raca Brahma foi
significantemente maior (***P < 0,001) que aquelas mensuradas nas racas Simental,
Nelore e Gir. Similarmente, no pos-tratamento, a taxa de conversao observada na raca
Brahma foi significantemente maior (**p < 0,01) que a verificada na raca Gir. (Tabela 8
e Figura 28).

Tabela 8 — Valores da média e desvio padrao da taxa de conversédo referentes as observacdes

realizadas nos animais pertencentes as ragas Simental (2), Nelore (4), Brahma (6) e Gir (11) em
cada fase do estudo (pré e p6s-tratamento).

Pré-tratamento Pos-tratamento

Raca : : Significancia
Média DeS\QO Média Desv~|o (na mesma raca)
padrao padréo
P =0,4697
Simental 0,2100 0,0141 0,5400 0,4101 A =-0,3300
IC95%: -4,14 a 3,48
P =0,9228
Nelore 0,4000 0,0726 0,4075 0,1561 A =-0,0075
IC95%: -0,23 a 0,22
P =0,9642
Brahma 0,7240**  0,1280 0,7280** 0,1778 A =-0,0040
IC95%: -0,24 a 0,23
P =0,3202
Gir 0,3700 0,0850 0,3045 0,1772 A =0,0655
IC95%: -0,07 a 0,20
Significancia F=22,222 F=5,6402
(entre asracas) P<0,0001 P=0,0066

A: média das diferencas entre as fases de pré e pés-tratamento; IC95%: intervalo de confianga de 95%
da média das diferencas; ***p < 0,001: Brahma maior que Simental, Nelore e Gir no pré-tratamento; **p <
0,01: Brahma versus Gir no pés-tratamento (teste de Tukey).
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Figura 28 — Comparacéo entre as ragas Simental, Nelore, Brahma e Gir, em relacdo a taxa de
conversdo de oécitos para embrides, em cada fase do estudo (pré e pds-tratamento). Dados
expressos como média e desvio padrdo. Para andlise estatistica foi usado a analise de variancia
(ANOVA) associada ao teste de comparac¢des multiplas de Tukey, com ***p < 0,001 e **p < 0,01.

A eficacia do tratamento com as vitaminas A e E calculada em funcéo da taxa
de conversdo de odcitos para embrides para cada raca estudada: Simental, Nelore,
Brahma e Gir. Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e
maximo correspondentes as contagens efetuadas em 2 animais da raca Simental, 4 da
raca Nelore, 6 da raca Brahma e 11 matrizes da raca Gir. Comparacdes entre as quatro
racas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de comparagdes
multiplas de Dunn, para verificar diferencas entre as racas duas a duas. Nao foram
constatadas diferencgas estatisticamente significante entre as racas estudadas (Tabela 9
Figura 29).
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Tabela 9 — Mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo da eficacia do tratamento
com as vitaminas A e E, calculada em funcéo da taxa de converséo de odcitos para embrides, para

cadaraca individualmente e para todos os animais estudados.

Raca Mediana Intervalo interquartil Minimo Maximo
Simental 164,32 13,64 a 315,00 13,64 315,00
Nelore 8,00 -37,01 a 36,59 -51,35 45,46
Brahma -3,64 -19,44 a 25,62 -25,56 33,33
Gir -2,33 -42,00 a 24,14 -100,00 51,52
Significancia KW=2,7367
(entre as racas) P=0,4340
Todas as racas 3,00 -26,11 a 26,44 -100,00 315,00

KW: Estatistica de Kruskal-Wallis.

_
=

Eficacia - taxa de converséo (%)

Simental Nelore Brahma Gir

Figura 29 — Eficacia do tratamento com as vitaminas A e E calculada em funcdo da taxa de
conversao de odcitos para embrides para cada raca estudada. Dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo. Para analise estatistica foi usado o teste de Kruskal-
Wallis associado ao teste de comparagBes multiplas de Dunn. Nao foram constatadas diferencas

estatisticamente significantes entre as racas estudadas.
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7 DISCUSSAO

Analisando os resultados referentes aos experimentos com a suplementacéo
de vitaminas A e E observou-se que houve um efeito significativo na quantidade de
odcitos por aspiracdo na fase pos-tratamento (OF2), demonstrando um acréscimo na
producédo de 39,63%. Segundo Hidalgo et al. (2005), os quais relataram a existéncia do
efeito da vitamina A nos od6citos bovinos durante o crescimento intrafolicular
proporcionando maior recrutamento folicular.

A suplementacdo das vitaminas A e E interferiu no aumento de embrides,
demonstrando um acréscimo significativo de 40,86%. O agrupamento dos dados das
racas Nelore, Brahama e Gir (Bos taurus indicus) demonstrou uma resposta positiva ao
tratamento com as vitaminas, bem como na producao de odécitos e embrides.

A producdo média de odcitos (CCOs) na fase pés-tratamento(OF2) 13,77
estruturas, sendo superiore aos resultados de 1,9 a 3,1 o6citos em bezerras (MAJERUS
et al., 2000) e 10,9 odécitos em vacas (RENESTO, 2004). A menor producdo de odcitos
na fase pré-tratamento(OF1) (dois CCOs) e na OF2 (quatro CCOs) sao inferiores aos
seis CCOs relatados por Leivas et al. (2003). A maior producéo de estruturas na OF1
(20 CCOs) e na OF2 (40 CCOs) € menor e maior respectivamente do que os 23 CCOs
dos mesmos pesquisadores.

A OF1 produziu 9,86 o06citos em média, sendo inferior aos 10,9
oocitos/aspiracdo de Renesto (2004) e superiores aos 1,9 a 3,1 odcitos/aspiracao de
Majerus et al. (2000).

Os resultados na producdo de odcitos na OF1 e OF2 da raca Simental; e
grupo controle da raca Gir, sédo superiores aos relatados por Majerus e colaboradores
(2000) e inferiores aos de Renesto (2004).

A producgéo de oocitos na OF1 do Nelore e Brahma; e OF2 Nelore, Brahma e
Gir revelaram respostas superiores as descritas por Majerus e colaboradores (2000) e
Renesto (2004).

Kruip et al. (1994) relataram a grande variacdo entre as respostas das

doadoras de oocitos. Como ocorreu neste experimento, que foi de duas a 40 estruturas.
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A variacdo individual ndo foi expressiva. Para Adams e Jaiswal (2008) o numero de
foliculos recrutados dentro de cada onda folicular varia amplamente entre os individuos,
mas é altamente repetido em um mesmo individuo juntamente com o padrdo de cada
uma das ondas.

Observou-se uma variacdo numeérica nas aspiracdes foliculares nas duas
fases (OF1 e OF2), desde dois a 40 odcitos produzidos (dois a 20 na OF1 e quatro a 40
na OF2). Conforme Majerus et al. (2000), e Renesto (2004) relataram que podem
ocorrer grandes variacdes numericas entre as doadoras na producéo de odcitos.

Nestes experimentos obteve-se uma producédo total de embrides de 224
estruturas, sendo que 93 obtidas na fase pré-tratamento(EF1) que ndo receberam a
aplicacdo das vitaminas e 131 na fase pés-tratamento(EF2) que receberam as
vitaminas, demonstrando um acréscimo de 40,86%, mas sem significancia estatistica
(p>0,05). A média numérica geral na producédo de embrides foi de 5,09 por producéo in
vitro (P1V), sendo 4,22 e 5,95 para OF1 e OF2 respectivamente.

A producéo de embribes pelo da EF1 por PIV foi de 4,22 sendo superior aos
2,73 (LEIVAS et al., 2003) e 1,4 estruturas ja descritas na literatura (RENESTO, 2004).
Na EF2 (5,95) houve diferenca estatistica com a aplicacdo de vitaminas, sendo os
resultados superiores aos 4,24 relatados por Cosac Faria et al. (2003) e aos demais
citados. A média geral de blastocistos também foi elevada, superando as citacdes
bibliograficas.

A producdo média de embrides na fase pré-tratamento (EF1) Simental foi
superior apenas para os resultados descritos por Renesto (2004). Os resultados da fase
pos-tratamento (EF2) Simental e Gir; e fase pés-tratamento Gir(EF2) estdo acima do
valores observados por Renesto (2004) e Leivas e colaboradores (2003) e abaixo dos
de Cosac Faria et al. (2003). A resposta na producdo de odécitos do EF1 e EF2 do
Nelore e Brahma foram superiores aos autores citados anteriormente.

Na raca Simental a resposta de embrides foi de quatro para o grupo controle
e seis para o grupo tratado. A maior producédo de embrides na EF2 ndo esteve ligada a
resposta positiva no recolhimento de odcitos e sim a um aumento significativo na taxa
de conversdo de blastocisto (60%), sendo este resultado o mais elevado do

experimento. A taxa de conversao de odcito para embrido da fase pré-tratamento foi de
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21,05%. A taxa de conversao individual chegou a ser de 83,33%. Resultado este
superior em até 50% aos achados por Goncalves et al. (2008) e em 54,2% por Renesto
(2004).

A taxa de conversao geral de odcitos para embrides foi de 43,07%, sendo
superiores ao intervalo de 30 a 40% relatado por Feugang et al. (2009); 25 a 40% por
Varago et al. (2008); 35% de Goncalves et al. (2008); 27,8 a 29,9% por Pontes et al.
(2008); 17,2% e 19,4% de Renesto (2004); 30% de Rizos et al. (2002) e de 19 a 27%
de Majerus et al. (2000). A taxa de conversao de odécitos para blastocistos das doadoras
que receberam as vitaminas néo foi significativamente diferente daquelas do grupo
controle. Nao houve efeito na variavel raca de animal, demonstrando que mesmo com
maior disponibilidade numérica de odcitos na populacédo ovariana, ndo houve baixa na
qualidade oocitaria. Outro indicativo importante € a confirmacdo da constancia dos
procedimentos laboratoriais, considerando que estes podem interferir nos resultados
sobre embrides.

Na raca Nelore a resposta de embrides foi de 18 estruturas para EF1 e 36
para EF2, sendo ambos os valores superiores aos 9,6 odcitos na raca Nelore
(RENESTO, 2004). A taxa de conversdo de odcito para embrido foi de 37,5% e 36%
para a fase pré e pos-tratamento, respectivamente.

Besenfelder et al. em 1996 ja tinham relatado os beneficios do p-caroteno
sintético sobre a fertilidade de coelho.

A acdo da vitamina A no aumento da producdo de odcitos e embrides em
cultivo in vitro melhorou os resultados na producéo de embrides (HIDALGO et al., 2003;
BABEIE et al., 2005; NARUSE et al., 2006). Quando feita a suplementacdo com a-
tocoferol em meios de maturacao in vitro (MIV), com embrido suino, foi observado que o
percentual de blastocisto foi superior nos embrides suplementados em comparacao
com o grupo controle. Porém, nenhum outro efeito benéfico foi observado com o uso
isolado de «a-tocoferol. Estes resultados demonstraram que os efeitos da
embriotoxicidade do a-tocoferol, em termos de frequéncia de formacao de blastocistos e
namero de células do blastocisto, dependem da concentragdo e da suplementagéo
destas vitaminas (HOSSEIN et al., 2006).
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Embrides bovinos produzidos in vivo em programa de Superovulagéo (SOV)
apresentaram melhora na qualidade sem alterar a producdo numeérica de embrides
apos a administracao de 1.000.000 Ul da vitamina A, ndo afetando a taxa de ovulacéo
(SHAW et al., 1995; AMARAL et al., 2003).

A maior producao de odcitos e embrides pode ser explicada devido ao efeito
da vitamina A administrada nos animais. Bem como, pela maior eficiéncia na
foliculogénese e embriogénese, incluindo seus efeitos sobre a esteroidogénese, no
crescimento e maturacéo folicular (SHAW et al., 1995).

A vitamina A pode estimular uma das enzimas-chaves da esteroidogénese
denominada Citocromo P450 de clivagem da cadeia lateral aumentando a viabilidade
do embrido bovino (AMARAL et al., 2003). O acréscimo no recolhimento de odcitos no
grupo tratado foi devido ao aumento numérico de foliculos na onda folicular e
consequentemente maior disponibilidade de embrides.

Outra agédo importante promovida pelo Vitamina A, que poderia melhorar a
qualidade do embrido, seria a formacdo de juncdes celulares do tipo gap entre as
células da granulosa. O B-caroteno pode estimular esta formacdo entre as células
(SALES, 2005). A associac¢ao intima entre células do cumulus e odécito é um requisito
basico para o crescimento folicular normal e aquisicdo da competéncia folicular. As
células do cumulus estdo metabolicamente associadas com o odcito através de
projecdes celulares que atravessam a zona pellcida e formam pequenas jun¢des com o
citoplasma (gap) sendo a Unica entrada de substancias ou estimulos no ooplasma,
confirmando que a presenca dessas células é essencial para a maturagcdo completa do
foliculo (DODE, 2005).

O B-caroteno pode aumentar a producdo da proteina de ligacdo do retinol
(RBP) que, provavelmente age no mecanismo de nutricdo dos embrides (SALES,
2005). Para Hidalgo et al. (2005) a vitamina A é reguladora do crescimento celular
embrionario, morfogénese e diferenciacdo em muitos tipos de células. Células da
granulosa bovina sintetizam a proteina de ligacéo de retinol (RBP) e proteinas celulares
de ligacdo com retinol (CRBP), e RBP mRNA néo foi detectado em nenhum odcito. O
acido retindico (AR) € o metabdlito retindide mais importante necessario para a

embriogénese dos vertebrados.
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Babaei et al. (2005) relataram evidéncias de que quando a vitamina A foi
administrada de forma sistémica aumentou o potencial de desenvolvimento de
blastocistos em cultura e foi capaz de reduzir os efeitos adversos da vitrificacdo, pelo
menos durante os primeiros dois dias de cultivo em embriées murinos.

A evidéncia da importancia do retinol no desenvolvimento e diferenciagéo dos
blastocistos bovinos in vitro foi confirmado com o uso de agonistas para receptores
especificos de retinol, quando utilizados melhoraram a qualidade dos embrides in vitro,
controlando o desenvolvimento e diferenciacdo do blastocistos (HIDALGO et al., 2007,
RODRIGUEZ et al., 2007).

O aumento numérico na producdo de odcitos e embrides na F2 Simental,
Nelore, Brahma e Gir sugere ter uma correlacdo com a acdo da vitamina E como
potente agente antioxidante. Como o que aconteceu com a suplementacéo de vitamina
E in vitro no aumento de blastocistos suinos (WANG et al., 2002; JEONG et al., 2006).
A atividade antioxidante de a-tocoferol na prevencdo de radicais livres, que iniciam
danos teciduais, foi aceito pela maioria dos pesquisadores e acredita-se ser o limpador
primario de radicais livres nas células dos mamiferos (JEONG et al., 2006).

O fator que poderia estar promovendo melhoria na quantidade odcitaria nas
vacas pos-tratamento destes experimentos deve-se ao efeito antioxidante dessas duas
vitaminas. Conforme relatado por Sales (2005) para qualidade embrionaria in vivo, que
considera o B-caroteno e o tocoferol como agentes antioxidantes, destruindo radicais
livres, em razdo de sua estrutura molecular. Considerando que, durante o processo de
esteroidogénese ocorre a formacdo de radicais livres e possivel envolvimento no
controle da producéo de esteroides.

O tratamento de bovinos com as vitaminas A e E neste trabalho de dissertacdo
foi decisivo para a melhoria quantitativa na producdo de odcitos e embries em sistema
de producao in vitro. A resposta positiva teve ligagdo com a individualidade e forte
correlagdo com a raca. A producdo de embrides néo foi influenciada com o uso das

vitaminas, apresentando apenas tendéncia na resposta.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A administracdo das vitaminas A e E em bovinos, de forma parenteral,
aumentou a quantidade de odcitos recuperados por aspiragdo folicular e producédo de
embrides in vitro;

O agrupamento dos animais por sub-espécie Bos taurus indicus (Racas:
Nelore, Brahma e Gir), possibilitou comprovar também a eficacia das vitaminas no
aumento da recuperacado oocitaria e producdo embrionaria;

Os odécitos recuperados nos animais do grupo tratado apresentaram a mesma

vitalidade do grupo controle.
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9 CONCLUSAO

O uso das vitaminas A e E é recomendavel em bovinos, com a finalidade de

aumentar a quantidade de odcitos e produgédo de embrides in vitro.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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