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Os dois horizontes

Dois horizontes fecham nossa vida:

Um horizonte, — a saudade
Do que néo ha de voltar;

Outro horizonte, — a esperanca
Dos tempos que hao de chegar;

No presente, — sempre escuro, —
Vive a alma ambiciosa
Na ilusdo voluptuosa
Do passado e do futuro.

Machado de Assis
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RESUMO

Avaliou-se a produgdo de obcitos ¢ de embrides de vacas Nelore produzidos in vitro, bem
como a resisténcia dos embrides a vitrificacdo, quando os animais foram suplementados com
graos de canola. Foram utilizadas 12 vacas Nelore, com idade média de 4 anos e peso médio
de 500 Kg de peso vivo, provenientes do mesmo grupo genético, distribuidas, aleatoriamente,
em dois grupos: 1 controle e 2 tratados com canola em grao. Antes do inicio do periodo
experimental, os animais passaram por um periodo de adaptacdo de 15 dias, recebendo
silagem e o concentrado, sendo que o grupo 2 recebeu 2 kg de canola em grao. Decorridos 15
dias de alimentagdo experimental os ovarios das vacas foram aspirados (OPU), para
padronizar as ondas foliculares. Esta aspiracdo foi desprezada, e em continuidade foram
realizadas mais quatro aspiracdes em cada animal, com intervalo de quinze dias, para
obtengdo de oocitos suficientes para fecundagdo in vitro. Os odcitos foram quantificados e
classificados em vidveis ou invidveis. A seguir, realizou-se a maturagdo e fecundagao e os
zigotos foram cultivados in vitro e, decorridas 48 horas, avaliou-se a taxa de clivagem. Foram
realizadas duas outras avaliagdes, nos estagios de morula (8 células) e blastocisto inicial. Nao
houve diferengas (P>0,05 ) no niimero total de odcitos vidveis, taxa de clivagem e taxa de
blastocistos em funcao do tratamento. Os tratamentos ndo influenciaram a taxa de re-expansao
apos vitrificacdo e descongelamento, todavia houve diferenca significativa (P<0,06) para a

taxa de eclosdo. A adi¢do de canola em graos na dieta de vacas ndo alterou a producdo de



embrides. Entretanto, os embrides resultantes de odcitos coletados de vacas alimentadas com

canola em grao sao mais resistentes a vitrificacdo que aqueles que nao o foram.

Palavras-chaves: Nelore, 6mega-6, dmega-9, criopreservagao, embriao.



ABSTRACT

The evalueted production of oocytes and embryos of Nelore cows produced in vitro, as well
as the resistance of these embryos the vitrification, when these animals had been
supplemented with grains of canola (n-9 and n-6). 12 Nelore cows had been used, with
average age of 4 years and 500 average weight of kg, proceeding from the same genetic group
distributed in two groups: Treatment 1 = control and Treatment 2 = canola. Before the
beginning of the experimental period, the animals they had passed for a period of adaptation
of 15 days having received ensilage and the concentrate, being that 2 treatment 2 received kg
from canola in grain. After 15 days the ovaries of the cows had been inhaled (OPU), to
standardize the follicular waves. This first aspiration was rejected and after that four
aspirations in each animal had been carried through more, with interval of fifteen days, for
attainment of enough oocytes for fertilization in vitro. The oocytes had been quantified and

classified in viable or impracticable. To follow it was become fullfilled maturation and



fertilization. After the accomplishment of the fertilization, the zygotes had been cultivated in
vitro and passed 48 hours, it was evaluated cleavage tax. Two other evaluations had been
carried through, in the periods of training of morula (8 cells) and early blastocyst. It didn’t
have differences (P>0,05) for the number of viable oocytes, cleavage rate and blastocyst rate
in function of the treatment. The treatments had not differed (P>0,05) for the re-expansion
rate after vitrification and unfreeze, however it had significant difference (P<0,06) for the
hatching rate. The addition of canola in grains in the diet of cows did not modify the
production of embryos. However, the collected embryos of cows fed with canola in grain

seem to be more resistant the vitrification of that those that it had not been

Key-words: Nelore, 6mega-6, dmega-9, cryopreservation



INTRODUCAO

1.1 Introducéo Geral

A reproducdo ¢ um dos principais fatores determinantes no sucesso da atividade de
pecuaria de corte, embora os indices reprodutivos dos rebanhos brasileiros se mantenham
ainda baixos (Buttler, 2000). Atualmente, a area de reproducdo bovina vem sendo explorada
com maior intensidade, passando por mudangas e inovagdes biotecnoldgicas relevantes,
resultado dos interesses de pesquisadores e criadores que visam difundir de forma rapida e
lucrativa os materiais genéticos de alto potencial. Técnicas como a transferéncia de embrides
(TE) e a fertilizagdo in vitro (FIV) possibilitam o aumento dos indices reprodutivos das
fémeas, intensificando a sele¢do dos animais. A utilizagdo e o desenvolvimento de
biotecnologias da reproducdo animal sdo condi¢des indispensdveis para o aumento da
eficiéncia produtiva dos rebanhos (Reichenbach et al., 2002). Os marcadores genéticos, a
formacdo de bancos de sémen, ovulos, embrides e foliculos, a sexagem do sémen e de
embrides, a clonagem e a propria transgenia sdo ferramentas disponiveis aos programas de
melhoramento e conservagdo de recursos genéticos animais, embora ainda ndo sejam

exploradas em larga escala (Rumpf, 2001).



Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de enumerar os fatores
associados ao desempenho reprodutivo dos animais, possibilitando a intervencdo nos
processos biotecnologicos. Nesse contexto, torna-se cada vez mais evidente a influéncia da
nutri¢do como um dos fatores mais importantes para a expressao do potencial reprodutivo dos
animais. No que se refere aos aspectos nutricionais, ja se sabe que alguns deles estdo
envolvidos com o desempenho reprodutivo das fémeas, como o teor de proteina bruta da dieta
que, de acordo com Garcia-bajalil et al. (1994), pode afetar o tamanho do foliculo pré-
ovulatorio; niveis de vitamina A que, segundo pesquisas realizadas por Shaw et al. (1995),
promovem melhoria na qualidade dos embrides de vacas; e niveis de energia na dieta, que
podem estimular o crescimento folicular ( Nolan et al., 1998). O aporte nutricional parece
alterar a dindmica folicular de diferentes maneiras. Alguns autores encontraram aumento no
numero de foliculos pelo maior consumo de energia, tanto em ovinos como em bovinos nao
superovulados (Molle et al., 1995; Gutiérrez et al., 1997), enquanto outros autores

verificaram que isso ndo se repetia em animais superovulados (Rigolon et al., 2003).

Outro aspecto cujos pesquisadores tém dado enfoque ¢ o teor de gordura
influenciando a fertilidade dos animais (Staples et. al., 1998). A inclusdo de gorduras na dieta
tem sido extensamente estudada, visto que afeta a taxa de gestacdo, crescimento folicular,
concentracdo de hormodnios e producao de embrides (Willians, 1989), porém ainda sao
necessarios estudos mais aprofundados sobre o efeito especifico dos 4acidos graxos

poliinsaturados na reproducao.

A produgdo in vitro de embrides (PIV) vem apresentando avangos consideraveis e
esta sendo lentamente incorporada aos projetos de produg¢ao. Com o desenvolvimento do
método de puncao folicular, tornou-se possivel a recupera¢do de oocitos de fémeas vivas para
FIV, abrindo novos caminhos para a multiplicacdo de animais de interesse econdmico,
superando os atuais indices da TE cldssica, no que diz respeito a producdo de
bezerro/vaca/ano, esta técnica pode ser utilizada em animais jovens, gestantes ou lactantes e
com problemas de infertilidade adquiridos (Tervit, 1996; Goodhand et al., 1999; Malard et
al., 2001; Taneja et al., 2000).



1.2 Fatores limitantes da producéo in vitro de embrides

Apesar dos avancos obtidos, a PIV ainda apresenta algumas limitagdes, tais como os
baixos indices de blastocisto, dificuldade na criopreservacdo dos embrides, menor viabilidade
dos od6citos obtidos de bezerras em relagdo aos de vacas e novilhas e o custo do embrido que ¢
mais alto do que um embrido de TE. Além disso, bezerros com maior peso ao nascer, periodo
de gestacao mais longo, aumento na incidéncia de abortos, aumento da mortalidade perinatal e
aumento de anormalidades congénitas tém sido associados a prenhezes produzidas por
transferéncia de embrides produzidos in vitro (Leibfried-rutledge, 1987; Wagtendonk de
Leew et al., 1998).

A imprevisibilidade em assegurar que uma doadora em potencial produza ntimero
satisfatorio de bons embrides em determinado periodo de tempo € aspecto limitante desta
técnica. De acordo com Armstrong (1993), existe grande variabilidade na taxa de ovulagdo e
na producdo de embrides viaveis. Esse autor constatou que os altos custos de programas de

FIV resultam de falhas na fertilizagao e degeneracdo embrionaria em doadoras.

Apesar dos avangos alcangados pela técnica, os embrides produzidos in vitro ainda
apresentam diferencas morfologicas e metabdlicas daqueles produzidos in vivo, geralmente
provocadas pelas condi¢des de cultivo in vivo (Sa et al., 2003). Essas alteragdes tém tornado
os embrides de FIV mais sensiveis a criopreserva¢ao do que os obtidos in vivo, diminuindo a
viabilidade a taxa de gestagdo (Holm et al., 1998). Os embrides bovinos produzidos in vitro,
em estagios iniciais de desenvolvimento, possuem grande quantidade de gotas lipidicas no
interior do citoplasma, atribuida ao soro adicionado aos meios de cultivo (Tominaga et al.,
2000). Os blastomeros apresentam-se aumentados € o espago perivitelinico diminuido (Holm
et al., 1998). Além disso, possuem citoplasma mais escuro, menor densidade, menor taxa de

crescimento e maior sensibilidade térmica (Rizos et al., 2001).

Evidéncias sugerem que a maior sensibilidade dos embrides de FIV ao congelamento
esteja relacionada ao contetido elevado de lipidios contido nos mesmos. Estudos realizados
com zigotos suinos, no quais foram removidas as gotas lipidicas do citoplasma, mostraram
maior taxa de sobrevivéncia no pds-descongelamento. Tratamentos similares foram feitos em
bovinos, obtendo-se resultados semelhantes (Holm et al.,, 1998). De acordo com

Twagiraumngu et al. (1997), a congelabilidade dos embrides de FIV esta relacionada ao meio



de cultivo utilizado no processo. A maior quantidade de lipidios tem sido atribuida a presenca

de soro no meio de cultivo, influenciando, negativamente, a criopreservacao desses embrides.

No intuito de explorar o potencial da FIV, diversas pesquisas vém sendo realizadas a
fim de enumerar os possiveis fatores que, de alguma forma, possam aperfeigoar essa técnica,
bem como, desenvolver metodologias para viabiliza-los. A nutri¢do diferenciada para animais
incluidos em programas de FIV tem se mostrado eficiente em varios aspectos. Experimentos
realizados com dietas ricas em 4acidos graxos poliinsaturados, por exemplo, demonstraram

aumento no niumero de foliculos médios (Thomas ¢ Willians, 1996).

1.3 Lipidios

Lipidios sdo compostos relativamente insoliveis em 4gua e soluveis em solventes
ndo-polares, como o éter dietilico e o cloroférmio. No plasma sangiiineo os lipidios podem
originar-se de absor¢do intestinal da dieta, mobilizacdo de lipidios de reserva em tecido
adiposo ou processos sintéticos (Swenson e Reece, 1996). Os lipidios sdo produtores de mais

energia, durante a metabolizagdo, do que os carboidratos e proteinas (Grunert et al., 2005).

A dieta dos ruminantes ¢ suplementada com fontes de lipidios com o objetivo de
aumentar a concentracdo de energia, melhorando o desempenho produtivo dos animais
(Grunert et al., 2005). A classificagdo basica desses compostos os separa em: acidos graxos,
triacilgliceridios, fosfolipidios, esfingolipidios, esterdides e prostaglandinas (Mattos et al.,

2000).

A hidrdlise acida dos triacilgliceridios leva aos correspondentes acidos carboxilicos,
chamados acidos graxos, grupo mais abundante de lipidios nos seres vivos. Os acidos graxos
sdo classificados em saturados ou insaturados, dependendo da auséncia ou presenca de
ligagdes duplas carbono-carbono. Acidos graxos saturados ndo possuem duplas ligagdes,
enquanto os insaturados as possuem em sua cadeia. A classificagdo dos acidos graxos
insaturados ¢ baseada na localizagdo da primeira dupla ligagdo em relagdo ao grupo metil
final. O 4acido linoléico, por exemplo, tem 18 carbonos e duas duplas ligagdes. Quando a
primeira dupla liga¢do localiza-se no sexto carbono a partir do grupo metil final, este acido
graxo ¢ classificado na familia 6mega 6. Da mesma forma, quando essa dupla ligacdo esta

localizada no terceiro carbono este acido graxo ¢ classificado na familia 6mega-3. Além disso,



o processamento dos acidos graxos de uma familia gera somente acidos graxos da mesma

familia (Mattos et al., 2000).

O ambiente ruminal € responsavel por algumas transformagdes nos lipidios da dieta,
alterando, com isso, sua composicao e o perfil de dcidos graxos que chega ao duodeno devido
aos processos de lipolise e biohidrogenacdo. A lipdlise € a primeira etapa do metabolismo dos
lipidios no rimen, sendo necessaria para a posterior reacdo de biohidrogenacao (Franco,

2007).

A adicdo de lipidios na dieta pode ser oferecida com o uso de sementes de
oleaginosas, como soja e canola. Essas sementes sdo bastante utilizadas pelas altas
concentragdes de lipidios e por apresentarem caracteristicas desejaveis quanto a taxa de
liberagdo do Oleo, que ocorre a medida que o animal consome o alimento através da
mastigac¢do, chegando a pequenas fragcdes ao rimen (Coppock e Wilks, 1991). Sais de calcio
de acidos graxos de cadeia longa também sdo boas fontes de gordura que permitem aumentar
a densidade energética da dieta sem deprimir a fungdo microbiana ruminal, pode ainda evitar
a hidrogenag¢do ruminal dos &cidos graxos insaturados, principalmente o acido linoléico (18:2)
e linolénico (18:3) (Berchielli, 2006). Menos de 10% dos acidos graxos poliinsaturados
escapam da biohidrogenacdo no ramen, fazendo com que cheguem ao intestino delgado,
basicamente, acidos graxos saturados, pequenas quantidades de acidos graxos poliinsaturados

e lipidios microbianos (Cavalieri et al., 2005).

Os acidos graxos sdo acidos organicos que possuem de 4 a 24 atomos de carbono e
um grupo carboxilico (Bondi, 1988). Nos animais vertebrados sdo obtidos a partir da sintese
de novo do acetato ou absorvidos pelo intestino através da dieta. O produto final da sintese de
acidos graxos ¢ o 4acido palmitico (C16:0), que pode ser elongado para acido estedrico
(C18:0). Porém, nas células animais, para manter a estrutura, fluidicidade e funcdo das
membranas, sao necessarios acidos graxos insaturados (Miles e Calder, 1998). Sendo assim, o
metabolismo animal tem condigdes de adicionar uma dupla ligagdo no carbono 9,
transformando o &cido estedrico (C18:0) em acido oléico (C18:1) (Lehningher, 1995).
Diferente dos animais, os vegetais podem inserir outras duplas ligacdes no carbono 9,
transformando o acido oléico em linoléico (0mega 6) e linolénico (0mega 3) (Teitelbaum e
Walker, 2001). Por serem considerados essenciais esses acidos graxos devem estar presentes
na dieta dos animais. na célula animal, o &cido linoléico (C18:2) pode dar origem ao acido

dihomo-Y-linolénico (C20:3), precursor das prostaglandinas da série 1, ou ainda, ao acido



araquidonico (C20:4), precursor da sintese de prostaglandinas da série 2 (Thatcher et al.,
1997). Ja o acido linolénico pode ser convertido em acido eicosapentanoico (EPA), precursor

da sintese de prostaglandinas da série 3 (Teitelbaum e Walker., 2001).

O produto final da hidrolise dos lipidios no rimen sao acidos graxos livres, galactose
e glicerol, os quais s3o rapidamente metabolizados até 4cidos graxos volateis. Os acidos
graxos poliinsaturados como o ol¢€ico e o linoléico sao hidrogenados pelas bactérias ruminais,
produzindo em primeiro lugar o acido estearico, o qual ¢ completamente saturado apesar da
maior parte dos acidos graxos essenciais da racdo ser destruida por hidrogenagdo, os
ruminantes ndo parecem apresentar deficiéncia dos mesmos, levando a hipotese de que essa
pequena quantidade que passa inerte pelo ramen seja suficiente para atender as exigéncias

(Bondi, 1988).

Segundo Oliveira et al. (2004), para reduzir a biohidrogenacao e assim, aumentar a
quantidade de acidos graxos poliinsaturados que chegam ao intestino delgado ¢ necessario
fornecer dietas ricas nestes acidos, mas também, dietas que elevem o pH ruminal. Palmquist e
Jenkins (1980) citam que as bactérias celuloliticas, por serem as mais afetadas pela
suplementagdo com gordura e diminui¢do do pH, sejam os microrganismos responsaveis pela
biohidrogenacdo. Da mesma forma, estudos realizados por Harfoot e Hazlewood (1997),
substituindo fibra por carboidrato de rapida degradagdo ruminal na dieta, verificaram reducao
nas taxas de lipdlise de biohidrogenagao, reafirmando a hipotese de agdo dos microrganismos

celuloliticos sobre o processo de biohidrogenagao.

1.4 Canola: Fonte de acidos graxos poliinsaturados

A canola (Brassica napus L. var oleifera) ¢ uma oleaginosa que foi desenvolvida por
melhoramento genético convencional da colza, grdo que apresentava teores elevados de acido
erucico e de glicosinolatos (Tomm, 2006). Canola ¢ um termo genérico internacional para
canadian oil low acid, pois se difere da colza por apresentar uma porcentagem inferior a dois
em acido ertcico, do total de &cidos graxos e menos que 3 mg/g de matéria seca em

glicosinolatos (Bett et al., 1999).

A semente da canola possui 38% de lipidios, em média, e 20% de proteina, em média
(Rule, 1994). Os lipidios sdo compostos por 63% de acido oléico, 20% de acido linoléico,

8,6% de acido linolénico e 4,7% de acido palmitico (Downey, 2000).



Devido as altas taxas de biohidrogenagdo dos lipidios no rimen, o fornecimento da
canola na dieta de bovinos deve ser feito na forma de graos, permitindo maior passagem de
acidos graxos ndo transformados para o duodeno, todavia, mesmo administrando grao, nao
pode ser totalmente garantida fornecimento de acidos graxos, insaturados. (Coppock e Wilks,

1991).

1.5 Gordura e Reproducéo

A adicdo de gordura nas dietas surgiu como alternativa a necessidade de incremento
de consumo pelos animais, a fim de se ajustar as novas exigéncias nutricionais (Coscioni,
2005). A suplementacao com gordura tem sido utilizada na tentativa de influenciar as vias
metabolicas especificas e concentragdes hormonais que possam modular diretamente os
processos celulares ovarianos (Williams & Stanko, 1998). Segundo Funston (2004), essa

gordura pode atuar em diversos tecidos como hipotalamo, hipofise, ovarios e ttero.

Embora a influéncia da gordura sobre a reproducao nao esteja ainda totalmente
elucidada, pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de desvendé-la. Esse manejo
nutricional produziu dados conflitantes na literatura, pois se sabe que a adicdo de quantidades
elevadas de gordura na dieta pode diminuir o consumo de alimentos, o que poderia gerar uma
diminuigdo no consumo de energia total (Berchielli, 2006). A dieta dos ruminantes,
especialmente dos bovinos, ndo deve apresentar grandes concentracdes de gorduras porque
haveria possibilidade de ocorrer distirbios na digestdo dos carboidratos, como também pelo
efeito toxico sobre os microrganismos do rimen (Grunert et al., 2005). Estudos realizados por
Chilliard (1993) determinaram perda de peso em vacas suplementadas com gordura antes do

pico de lactagdo.

Staples et al. (1998) afirmaram que muitos trabalhos desenvolvidos na interagdo das
areas de nutri¢do e reproducdo vém de estudos com objetivos nutricionais € ndo reprodutivos.
Além disso, a maioria dos trabalhos ndo avalia o perfil de 4cidos graxos que chega ao
intestino delgado e a circulag@o sangiiinea, embora alguns pesquisadores ja tenham concluido
que a gordura da dieta influencia a reproducdo pelo perfil de acidos graxos e nao pelo

aumento da energia consumida (Berchielli et al, 2006).

Em decorréncia da alta exigéncia nutricional de novilhas de corte no tergo final da

gestagdo e durante o inicio da lactacdo, o uso de suplementagao baseada em lipidios para



suplementagdo pode ser adequado para se atingir a demanda de crescimento, lactacdo e
reproducao pos-parto de vacas primiparas. A suplementacdo pré-parto com sementes de
oleaginosas eleva a subseqiiente taxa de concepg¢ao de fémeas primiparas de corte. Contudo,
diferentes respostas no aspecto reprodutivo parecem ocorrer devido ao tipo de lipidio usado
na suplementagao, o que altera o fluxo duodenal de 4cidos graxos insaturados e a composi¢ao

de acidos graxos no plasma (Berchielli, 2006).

Os principais mecanismos pelos quais a inclusdo de gordura na dieta influencia as
varidveis reprodutivas pode ser o aumento da concentracdo sangiiinea de progesterona,
horménio fundamental na manutengdo da gestagdo. Aswhort (1995) afirmou que a
concentragdo circulante de progesterona modifica a quantidade e a composi¢do dos
polipeptideos secretados pelo endométrio, muitos dos quais sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do embrido, também se relaciona diretamente com a qualidade do odcito
(Savio et al., 1993, citados por Mcevoy et al., 1995). O’Callaghan et al. (2000) também
afirmaram que pequenas mudangas na concentragdo de progesterona no periodo inicial de
desenvolvimento embrionario podem comprometer a sobrevivéncia do embrido. Esse
aumento da progesterona, possivelmente, estd relacionado com o aumento de colesterol na
circulagdo, sendo o HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidade ligada ao colesterol) a

principal fragdo lipidica que estimula a sintese de progesterona (Willians, 1989).

O fornecimento de alimentos ricos em acidos graxos poliinsaturados para vacas
doadoras também pode se justificar pelo aumento na resisténcia dos embrides ao
congelamento. Segundo Petit (2002), os acidos graxos fornecidos na dieta poderiam aumentar
a quantidade de acidos graxos também na membrana das células embrionarias auxiliando,
dessa forma, na diminui¢do das injurias causadas pelos crioprotetores durante o processo de

congelamento.

Segundo Staples et al (1996), o aumento da concentragdo de gordura na dieta (acima
de 3% da matéria seca) tem influéncia positiva na reproducdo de vacas. A resposta positiva
inclui aumento da concentragdo plasmatica de progesterona, aumento no tamanho do foliculo
ovulatorio, aumento no numero de foliculos ovarianos, aumento ou diminuicdo na
concentragdo de prostaglandina 2a (PGF2a) e, concomitantemente, um aumento na taxa de
gestagdo. Ainda Staples et al (1998), destacaram quatro possiveis mecanismos de agdo dos
lipidios melhorando o desempenho reprodutivo: 1) melhoria no escore corporal; 2) aumento

na esteroidogénese; 3) manipulacdo da insulina como estimuladora do desenvolvimento



folicular ovariano e 4) estimulagdo ou inibicdo da producdo e liberagio de PGF2a, que

influencia a persisténcia do corpo luteo.

1.6 Acidos Graxos e taxa de gestacao

Diversos autores verificaram aumento na taxa de gestacdo de vacas que receberam
suplementagdo de diferentes fontes de gordura na dieta. De Fries et al. (1996) utilizaram 6leo
de arroz como fonte de gordura em vacas Brahman e verificaram 91,5% de gestacdo nas vacas
suplementadas ¢ 71,4% naquelas que ndo o foram. Da mesma forma Sklan et al. (1991),
trabalhando com o6leo palmitico complexado com célcio, observaram aumento na taxa de
gestagdo nos animais suplementados. Petit et al. (1998) verificaram os efeitos da fonte de
acidos graxos dmega-6 (4cido linoléico) ou dmega-3 (4cido linolénico) na taxa de gestagdo.
Verificaram taxa de 50% de gestacdo em vacas alimentadas com fontes de acidos graxos

omega 9 e 6 e 89% de gestacdo naquelas alimentadas com dmega 3.

Ainda, Ambrose et al. (2006) observaram maiores taxas de gestagdo , em vacas
inseminadas e alimentadas com linhaga em grdos comparadas com aquelas tratadas com
semente de girassol. Os mesmoEssess autores observaram, também o aumento no foliculo

ovulatdrio ao adicionar linhaga em graos a dieta.

A suplementagdo com gordura estimula a sintese e o acimulo de colesterol ligado a
lipoproteinas e ésteres de colesterol nos tecidos e fluidos corporais, incluindo o ovério
(Williams e Stanko, 1999). Em ruminantes a lipoproteina circulante predominante ¢ a HDL,
que ¢ a unica lipoproteina com acesso ao compartimento intrafolicular, independente da
espécie (Caravaglios e Cilotti, 1957). Como o colesterol circulante ¢ o substrato primario para
a sintese de progesterona em mamiferos, a inclusdo de gordura poderia propiciar um aumento

na sintese de progesterona (Staples et al., 1998).

Esse aumento na sintese de progesterona, possivelmente, estd relacionado com o
aumento de colesterol na circulagdo, sendo o HDL a principal fragdo lipidica estimuladora da
sintese de progesterona na circulagdo (Williams, 1989). Seguindo a mesma hipotese, Mancio
et al. (1999) também encontraram correlagdo positiva da concentragdo de colesterol total e
HDL colesterol na concentraciao de progesterona. Com relagdo ao perfil dos 4cidos graxos na

dieta, Petit et al. (1998) demonstraram que vacas alimentadas com fontes de acidos graxos



omega-3 (graos de linhaga) apresentaram menor concentragdo de colesterol total ¢ HDL
colesterol comparado aos animais que receberam fontes de acidos graxos Omega-9 e 6,

embora os animais suplementados com linhaga tenham apresentado maior taxa de gestagao.

Aproximadamente 50% dos embrides de mamiferos morrem no inicio da gestacao, e,
muitas dessas mortes decorrem do mau funcionamento do corpo liuteo (Niswender et al.,
1994). Dessa forma, supde-se que aumentos na concentracao plasmatica de progesterona estao
associados a melhorias nas taxas de concepg@o de ruminantes (Staples et al., 1998). Aswhort
(1995) afirmou que a concentragdo circulante de progesterona modifica a quantidade e a
composi¢ao dos polipeptideos secretados pelo endométrio, muitos dos quais sdo responsaveis
pelo desenvolvimento do embrido e também se relaciona diretamente com a qualidade do

oocito.

1.7 Acidos Graxos, crescimento folicular e producédo de embrides

O padrao de crescimento folicular também pode ser potencializado como
conseqiiéncia do aumento de gordura na dieta. Thomas et al. (1997) concluiram que a
suplementagdo com gordura na dieta regula diferencialmente o crescimento folicular, mediado
por mudangas nas concentragdes sanguineas de insulina, HDL-colesterol, GH (horménio do
crescimento) e IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina) no fluido folicular. De
acordo com Spicer e Echterkamp (1995), a insulina e IGF-I exercem efeito mitogénico e
esteroidogénico nas células da granulosa. Moniaux et al. (1997) também afirmaram que o
IGF-I atua como um amplificador dos receptores de FSH nas células da granulosa,

potencializando a agcdo desse hormonio.

A adicdo de gordura, na dieta, eleva no nlimero de foliculos de tamanho médio ou
ainda aumento do tamanho do foliculo dominante (De Fries et al., 1996). Thomas et al.
(1997) forneceram dieta controle, dietas suplementadas com gordura saturada animal, acidos
graxos poliinsaturados (6leo de soja) e acidos graxos altamente poliinsaturados (6leo de
peixe). Observaram que o grupo alimentado com o6leo de soja apresentou quatro vezes mais
foliculos médios do que o grupo controle, enquanto os demais grupos nio apresentaram

diferenga expressiva.

Ryan et al. (1992) avaliaram o niimero de foliculos responsivos ao tratamento

superovulatério e o nimero e qualidade de embrides produzidos, fornecendo dietas com e sem



suplementagdo de 6leo de soja. Observaram que aumentou o nimero de foliculos médios, a
concentragdo de colesterol total e a progesterona do liquido folicular de novilhas que
receberam a suplementacdo. Todavia, ndo houve variacdo na resposta superovulatoria e no
numero e qualidade de embrides produzidos. Esses resultados confirmam as hipdteses de
Mihm e Austin (2002) que acreditam que este incremento no numero de foliculos recrutados
pode ser explicado pelo aumento nos niveis plasmaticos e foliculares de HDL-colesterol
provenientes do aumento na ingestdo de gordura. O HDL-colesterol, livre nas células luteais
da granulosa, estimularia a producdo de IGF-I e outros fatores de crescimento. Segundo
Monniaux et al. (1997), os fatores de crescimento modulam o crescimento, maturagdo e
atresia folicular. Estes fatores sdo determinantem o desenvolvimento de foliculos pequenos

até que se tornem dependentes das gonadotrofinas.

Coscioni et al. (2002) realizaram uma pesquisa e verificaram que o nimero de
embrides coletados por vaca leiteira foi maior nos animais alimentados com 8% de extrato
etéreo. Todavia, Cavalieri et al. (2005b), observaram que a alteracdo do perfil de acidos
graxos da dieta, pela adicdo de linhaga em graos (fonte de 6mega-3) ou Megalac® (fonte de

omega-6), ndo alterou a qualidade e quantidade de embrides produzidos.

Pode-se verificar que a alteragdo na dinamica folicular com a utilizagdo na dieta de
acidos graxos poliinsaturados ¢ acompanhada de mudancas nas concentragdes sangiiineas de
insulina, colesterol, GH e nas concentra¢goes intrafoliculares de IGF-I e HDL-colesterol
(Thomas et al., 1997). Sabe-se que o desenvolvimento folicular, em diferentes espécies
animais é controlado pelas gonadotrofinas da hipoéfise, além de esterdides produzidos pelos
ovarios e fatores de crescimento, produzidos nos ovarios, € em outros Orgaos sist€émicos
(Ponchirolli, 2003). O desenvolvimento dos foliculos ocorre em um padrdo de ondas de
crescimento e, em cada onda, ocorre a emergéncia de um foliculo dominante. Essas ondas sdao
precedidas por aumentos na secrecdo do FSH responsavel pelo recrutamento dos foliculos
(Sunderland et al., 1996). Porém, Webb et al. (1994), ja demonstraram que outros fatores

sistémicos ¢ locais influenciavam a fun¢ao ovariana.

A insulina, nas células do ovario, estimula a proliferacdo das células da granulosa e a
produ¢do de progesterona. Em bovinos, verificou-se que o IGF-I, além de estimular a
proliferacdo mitotica das células da granulosa, aumenta a produgdo de esterdides por essas

células, induzida pelo FSH (Spicer et al., 1993). Todavia, alguns estudos demonstram



correlacdo positiva ou negativa entre as concentragdes de IGF-I e estradiol no fluido folicular

(Spicer e Echternkamp, 1995).

1.8 Acidos Graxos e Prostaglandinas

As gorduras também podem afetar os indices reprodutivos por mecanismos
relacionados com a sintese e metabolismo de prostaglandina (Willians e Stanko, 1999). Os
acidos graxos de cadeia longa eicosapentanodico, docohexaendico e seu precursor, o acido
linolénico (6mega-3), presentes na farinha de peixe, na canola e na linhaga, respectivamente,
sdo precursores de prostaglandina da série 3. Entretanto, podem inibir a sintese de
prostaglandinas da série 2, que sdo luteoliticas (Staples et al., 1998). Dessa maneira, a
inibi¢do da sintese de prostaglandina, pela adi¢do de gordura, com altas quantidades de 4acidos
graxos 0mega-3, pode auxiliar a sobrevivéncia embriondria, pois manteria a integridade do
corpo luteo e a concentragdo de progesterona, podendo diminuir a mortalidade embrionaria

precoce (Mattos et al., 2000).

As prostaglandinas sdo derivadas de 4cidos graxos essenciais produzidos pelo
organismo. Esses precursores sdo os acidos 8,11,14-eicosatrienolico ou acido di-omo-Y-
linolénico, o acido 5,8,11,14-eicosatetrendlico ou acido araquidonico e o acido 5,8,11,14,17-
eicosapentaendico (EPA). Desses precursores, o acido araquiddnico ¢ o mais importante por
originar a PGF2a estando presente em maior quantidade no organismo animal e,

principalmente, envolvido na reproducao (Neto, 1999).

A PGF2a ¢ que inicia a regressao do corpo luteo. Quando ocorre a fecundagdo, o
embrido sinaliza ao endométrio, impedindo a liberacdo de prostaglandina e a regressdao do
corpo lateo (Hafez e Hafez, 2004). O &cido araquidonico e o acido linoléico ¢ quem regulam a

sintese de PGF2a (Thatcher et al., 1997).

A adicdo de gordura na dieta aumentare/ou diminui a concentracao da
prostaglandina. A infusdo de lipidios aumentou a concentracio de progesterona e
prostaglandina e encurtou o ciclo estral (Burke et al., 1996). Da mesma forma, Lammoglia et
al. (1997) detectou um aumento dos niveis de PGF2a no plasma, ap6s suplementar vacas
Bhraman com gordura. Esses autores afirmaram que o aumento nas concentragdes sangiiineas
de acido linoléico pode estimular a sintese de prostaglandina, j4 que o mesmo € precursor

imediato do 4cido araquiddnico.



O acido linoléico sofre dessaturagdo e elongacao para formar o acido araquidonico.
As enzimas regulatorias essa conversdao sao a D-6-dessaturase e a cicloxigenase. O acido
linoléico, geralmente, compete com o 4cido araquidonico com a cicloxigenase. Ele tem
demonstrado efeitos inibitdrios in vivo e in vitro. Assim, tem sido especulado que mudangas
na sintese de prostaglandina pode explicar como a suplementacdo com gordura aumenta a

fun¢ao luteal e as taxas de gestacdo (Staples et al., 1998).

1.9 Acidos Graxos e Criopreservacéo de embrides

A criopreservagdo de embrides permite o aproveitamento de receptoras com estros
naturais, reduzindo custos com a sincronizagdo dos mesmos, além de permitir o transporte de
embrides congelados e a programagdo de nascimentos adequada ao manejo de cada
propriedade. Além disso, oferece condi¢des de armazenamento dos embrides durante o
periodo de teste de progénie e viabiliza a criacdo de bancos de embrides originados de

animais geneticamente superiores (Ramos, 2006).

A técnica utilizada para congelar os embrides deve ser adequada ja que os mesmos
sdo pouco tolerantes as injurias causadas pelo processo. O congelamento lento controlado tem
sido a técnica mais utilizada, entretanto, os embrides produzidos in vitro sdo mais sensiveis a
criopreservagdo, resultando em menores taxas de gestacdo (Ramos, 2006). Estes embrides
apresentam diferencas morfologicas ¢ metabdlicas daqueles in vivo, geralmente, provocadas

pelas condig¢des de cultivo in vitro (Holm, 1998).

A taxa de gestagdo de embrides transferidos logo apos a colheita é sempre superior a
embrides congelados. Isso estd diretamente relacionado com as lesdes celulares que ocorrem
durante o congelamento do embrido (Reichenbach et al., 2002). As membranas celulares
parecem ser o principal local lesado no resfriamento dos embrides. A fluidez da membrana

determina a concentragdo de lesdo durante o congelamento do embrido (Zeron et al., 2001).

A membrana plasmatica, devido a semipermeaboilidade, mantém gradiente quimico
adequado de ions e outros componentes soliveis. Ela é composta de lipidios, proteinas e
carboidratos, sendo os lipidios responsaveis pela integridade estrutural. A fluidez da
membrana depende da temperatura, do contedo de colesterol, e de sua composic¢do lipidica,
sendo o comprimento ¢ o grau de insaturagdo das cadeias de acidos graxos de extrema

importancia. Os acidos graxos saturados na membrana favorecem o estado rigido pela



interagdo das caudas hidrocarbonadas retas. Uma dupla ligacdo produz uma dobra na cauda,
dificultando organizacdo entre as cadeias (Alberts et al., 1989, citado por Almeida, 2006).
Todavia, de acordo com Darnell et al. (1990), a insaturagdo ¢ o menor comprimento das
cadeias lipidicas aumentam a fluidez dos 4cidos graxos e, geralmente, lipidios com essas
caracteristicas passam pela fase de transi¢ao a temperaturas menores que aqueles com cadeias

longas ou saturadas.

Alguns autores observaram uma relacdo intima entre os 4cidos graxos da membrana
plasmatica ¢ a suscetibilidade das células de mamiferos criopreservagao. Imai et al. (1997)
realizaram pesquisas adicionando acido linoléico no meio de cultivo de embrides bovinos in
vitro e observaram aumento de 28% na taxa de sobrevivéncia embrionaria pos-
descongelamento comparado aos embrides que ndo receberam acido linoléico no meio de
cultivo. Da mesma forma, Vam Soom et al. (2001) observaram aumento na resisténcia dos
embrides bovinos ao congelamento, alterando o conteudo de lipidios do meio de cultivo dos
embrides. Mattos et al. (2000) relataram que a fonte de gordura da dieta dos animais pode

alterar o perfil de 4cidos graxos das membranas plasmaticas das células.

Cavalieri et al. (2005a) demonstraram que novilhas que receberam embrides de
vacas alimentadas com linhaca apresentaram aumento na taxa de gestagdo, sugerindo que
embrides congelados oriundos de doadoras suplementadas com linhaga em graos podem ser

mais resistentes a criopreservacao que aqueles que ndo o foram.

Albuquerque et al. (2005) observaram que, os acidos graxos da série n-3 e n-6, o
tratamento de vacas com canola foi de 18,32% e 5,26% comparados aos testemunha (5,24% e
1,58%) e linhaca de 6,55% e 0,42%. Esses favoreceram a criopreservagdo dos embrides, pois
a maior quantidade de 4cidos graxos poliinsaturados na membrana plasmatica eleva a fluidez
da mesma (Stubbs e Smith, 1984). E, de acordo com Zeron et al. (2002), a maior fluidez
aumenta a eficiéncia de troca da 4gua intracelular pelo crioprotetor, favorecendo a protecao

do embriao.

A maior sensibilidade dos embrides de FIV aos congelamento ¢ devido a mudanga,
na estrutura embrionaria, como menor nimero de células no embrioblasto, maior nimero de
gotas de lipidios intracelulares e aumento da permeabilidade da zona pelucida (Abe et al.,
1999; Diez et al., 2001). Segundo Massip, (2001), com a sensibilidade dos embrides a

mudanca de temperatura aumenta com o aumento da quantidade de lipidios. Além disso, o



nimero de jungdes GAP nos embrides produzidos in vitro diminui, reduzindo o grau de

compactagao do embrioblasto e elevando a susceptibilidade dos embrides as crioinjurias.

O congelamento bem sucedido de embrides de mamiferos, com resultados
satisfatorios, ainda representa um desafio para os pesquisadores. Na criopreservacio, os
embrides sdo expostos a temperaturas muito baixas, quase imediatamente apds o seu contato
com a solucdo crioprotetora e sao depositados em palhetas. As solu¢des concentradas de
crioprotetores, necessarias para o procedimento, sdo bastante toxicas, por isso, pode haver
comprometimento da viabilidade do embrido (Galbinski, 2003). Alguns autores afirmam que
a criopreservagdo por meio da vitrificagcdo ¢ mais eficiente do que o método convencional de

congelamento lento para embrides de FIV (Reinders et al., 1995).

A vitrificacdo tem se mostrado apropriada para conservar embrides de FIV,
proporcionando taxas de sobrevivéncia dos embrides, maiores que as obtidas por
congelamento lento. E uma técnica que pode ser realizada com contéiner de nitrogénio liquido
€ que requer pouco tempo para o resfriamento. Com a aplicagdao deste método, a necessidade
de equipamento ¢ menor, pois ¢ possivel obter considerdvel economia no custo do embrido
transferido (Ramos, 2006). A vitrificagdo caracteriza-se por utiliza, solugdo altamente
viscosa, congelamento rapido, pequenos volumes de solucdo e altas concentragdes de
crioprotetor. Com esee procedimento nao se formam cristais de gelo intracelulares,
responsaveis por graves injurias ao embrido (Vajta et al., 2000). Essa alternativa se tornou
atrativa por ser relativamente rapida e de baixo custo, além de ter se mostrado benéfica para
embrides com pequena taxa de sobrevivéncia a criopreservagdo, como aqueles produzidos in

vitro (Campos-Chillon et al., 2005).

Estudos mostram que a remocao do soro do meio de cultivo embrionario aumentou a
resisténcia dos blastocistos a criopreservagdo. Abe et al. (2002) relatou que gotas lipidicas no
citoplasma se acumularam em demasia em morulas e blastocistos quando zigotos foram
cultivados em meio com soro. A adicdo de acido linoléico conjugado com albumina nos
meios de cultivo resultou em embrides mais resistentes a criopreservacao. Essa melhora
possivelment se deve as modificagdes na composicao lipidica da membrana, facilitando a
perda de agua pela célula (Laowtammathron et al., 2005). Da mesma forma Imai et al. (1997),
verificaram que, adicionando acido linoléico conjugado no meio de cultivo de embrides de

FIV houve aumento na taxa de sobrevivéncia apds a criopreservagao.
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RESUMO

Producdo de odcitos em vacas suplementadas com canola em gréo e a resisténcia dos

embrides resultantes da fertilizagdo in vitro a vitrificacéo.

Avaliou-se a produgdo de odcitos e embrides de vacas Nelore produzidos in vitro, bem
como a resisténcia a vitrificagdo, quando os animais foram suplementados com graos de
canola. Foram utilizadas 12 vacas Nelore, com idade média de 4 anos e peso médio de 500
Kg de peso vivo, provenientes do mesmo grupo genético, distribuidas em dois grupos: 1 =
Controle (n=6) e 2 = suplementados com graos de Canola (n=6). Os animais passaram por
um periodo de adaptagdo de 15 dias, recebendo silagem de milho e concentrado, sendo que o
grupo 2 recebeu 2 kg de canola em grao/dia. Na sequéncia os ovarios das vacas foram
aspirados (OPU), para padronizar as ondas foliculares, sendo desprezada e em seguida, foram
realizadas mais quatro aspiragdes em cada animal, com intervalo de quinze dias, para
obtengdo de oOocitos suficientes para fecundagdo in vitro. Os odcitos foram quantificados e
classificados em viaveis ou invidveis. A seguir realizou-se a maturacao e fecundaciao. Apos a
realizagdo da fertilizagdo, os zigotos foram cultivados in vitro e decorridas 48 horas, avaliou-
se a taxa de clivagem. Foram realizadas duas outras avaliagdes, nos estagios de morula (8
células) e blastocisto inicial. Nao houve diferengas (p>0,05 ) no nimero de odcitos viaveis,
taxa de clivagem e taxa de blastocisto em fun¢do do tratamento. A taxa de re-expansio apds o
descongelamento, mas foi influenciada pela canola (P>0,05) todavia, houve diferenca
significativa (p<0,05) para a taxa de eclosdo. A adicdo de canola em graos na dieta de vacas
nao alterou a produgao de embrides. Entretanto, os embrides coletados de vacas alimentadas

com canola em grao foram mais resistentes a vitrificacdo que aqueles que ndo o foram.

PALAVRAS-CHAVES: Nelore, 6mega-6, 6mega-9, criopreservagao, embrido.



ABSTRACT

Effect of suplementation with grain canola on oocyte and embryo production derived

from Nelore cows FIV, and the effect on the embryo vitrification resistence.

The evalueted production of oocytes and embryos of Nelore cows produced in vitro, as
well as the resistance of these embryos the vitrification, when these animals had been
supplemented with grains of canola (n-9 and n-6). 12 Nelore cows had been used, with
average age of 4 years and 500 kg average weight, proceeding from the same genetic group
distributed in two groups: Treatment 1 = control and Treatment 2 = canola. Before the
beginning of the experimental period, the animals they had passed for a period of adaptation
of 15 days having received silage and the concentrate, being that 2 treatment 2 kg received
from canola in grain. After 15 days the ovaries of the cows had been ovum pick up (OPU), to
standardize the follicular waves. This first aspiration was rejected and after that four
aspirations in each animal had been carried through more, with interval of fifteen days, for
attainment of enough oocytes for fertilization in vitro. The oocytes had been quantified and
classified in viable or impracticable. To follow it was become fullfilled maturation and
fertilization. After the accomplishment of the fertilization, the zygotes had been cultivated in
vitro and passed 48 hours, it was evaluated cleavage rate. Two other evaluations had been
carried through, in the periods of training of morula (8 cells) and early blastocyst. It didn’t
have differences (p>0,05) for the number of viable oocytes, cleavage rate and blastocyst rate
in function of the treatment. The treatments had not differed (p>0,05) for the re-expansion
rate after vitrification and unfreeze, however it had significant difference (p=0,057) for the
hatching rate. The addition of canola in grains in the diet of cows did not modify the
production of embryos. However, the collected embryos of cows fed with canola in grain

seem to be more resistant the vitrification of that those that it had not been

KEY-WORDS: Nelore, 6mega-6, dmega-9, cryopreservation



INTRODUCAO

Atualmente, a area de reproducdo bovina vem sendo explorada com maior intensidade,
passando por mudancas e inovagdes biotecnoldgicas relevantes, resultado dos interesses de
pesquisadores e criadores que visam difundir de forma rdpida e lucrativa os materiais
genéticos de alto potencial. Técnicas como a transferéncia de embrides (TE) ¢ a fertilizagdo in
vitro (FIV) possibilitam o aumento dos indices reprodutivos das fémeas, intensificando a

selecdo dos animais (Reichenbach et al., 2002).

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de enumerar os fatores associados
ao desempenho reprodutivo dos animais, possibilitando a intervengcdo nos processos
biotecnoldgicos. A nutricdo ¢ importante fator na reproducdo dos animais, destacando-se o
teor de proteina bruta da dieta (Garcia-Bajalil et al.,1994); niveis de vitamina A (Shaw et
al.,1995) e niveis de energia na dieta (Nolan et al., 1998).

O aumento no consumo da energia elevou o numero de foliculos em ovinos e
bovinos ndo superovulados (Molle et al., 1995; Gutiérrez et al., 1997). Enquanto Rigolon et
al.(2003) verificaram que isso ndo se repetia em animais superovulados. Staples et al. (1998)
Enfatizaram o teor de gordura na melhoria da fertilidade dos animais. As gorduras na dieta
interferem na taxa de gestacdo, crescimento folicular, concentragdo de hormonios e produgao

de embrides (Williams, 1989), porém ainda sdo necessarios novos estudos.

De acordo com Armstrong (1993), existe grande variabilidade na taxa de ovulagdo, e
na producdo de embrides vidveis. Diante desse contexto, Muller (2003) apontou os beneficios
do uso de fontes ricas em acidos graxos poliinsaturados, como a canola (4cido linoléico n-6),
no aumento do nimero de embrides vidveis. Resultados semelhantes foram encontrados por
Capovilla et al. (2006), suplementando ovelhas Santa Inés com Lac 100® (acido linol€ico n-
6), quando também obtiveram maior nimero de embrides vidveis nas fémeas suplementadas.
Thomas e Williams (1996), utilizando dietas ricas em 4acidos graxos poliinsaturados,

demonstraram aumento no numero de foliculos médios.



Apesar dos avangos na producdo de embrides in vitro ainda apresentam diferengas
morfoldgicas e metabdlicas daqueles produzidos in vivo, gerados pelas condigdes de cultivo
in vivo (Sa et al., 2003). Essas alteragdes tém tornado os embrides de FIV mais sensiveis a
criopreservacao que os obtidos in vivo, diminuindo a viabilidade apds o descongelamento e a
taxa de gestagdo (Holm et al., 1998). Os embrides bovinos produzidos in Vitro, nos estagios
iniciais, possuem grande quantidade de gotas lipidicas no interior do citoplasma, atribuida ao
soro adicionado aos meios de cultivo (Tominaga et al., 2000). Os blastomeros apresentam-se
aumentados e o espaco perivitelinico diminuido (Holm et al., 1998), Além disso, possuem
citoplasma mais escuro, menor densidade, menor taxa de crescimento e maior sensibilidade

térmica (Rizos et al., 2001).

Evidéncias sugerem que esta maior sensibilidade dos embrides de FIV ao
congelamento esteja relacionada ao conteudo elevado de lipidios contido nos mesmos.
Estudos realizados com zigotos suinos, nos quais foram removidas as gotas lipidicas de seus
citoplasma, mostraram maior taxa de sobrevivéncia pds-descongelamento. Tratamentos
similares foram feitos em bovinos, obtendo-se resultados semelhantes (Holm et al., 1998). De
acordo com Twagiraumngu et al. (1997), a congelabilidade dos embrides de FIV esta
relacionada ao meio de cultivo utilizado no processo. A maior quantidade de lipidios tem sido
atribuida a presenga de soro no meio de cultivo, influenciando negativamente a
criopreservacdo desses embrides. Estudos mostram que a remog¢do do soro do meio de cultivo
embrionario aumentou a resisténcia dos blastocistos a criopreservacdo. Abe et al. (2002)
relatoram que gotas lipidicas no citoplasma se acumularam em demasia em morulas e
blastocistos quando zigotos foram cultivados em meio com soro. A adi¢do de acido linoléico
conjugado com albumina nos meios de cultivo resultou em embrides mais resistentes ao
processo de criopreservagdo. Essa melhora possivelmente se deve as modificagdes na
composicao lipidica da membrana, facilitando a perda de dgua pela célula (Laowtammathron

et al., 2005).

Cavalieri et al. (2005a) demonstraram que novilhas que receberam embrides de
vacas alimentadas com linhaca apresentaram aumento na taxa de gestacdo, sugerindo que
embrides congelados oriundos de doadoras suplementadas com linhaca em graos podem ser
mais resistentes ao processo de coriopreservacao em relacdo aqueles que ndo o foram.
Autores observaram uma relacdo intima entre os acidos graxos da membrana plasmatica e a

susceptibilidade das células de mamiferos ao processo de criopreservacao. Imai et al. (1997)



realizaram pesquisas adicionando acido linoléico no meio de cultivo de embrides bovinos in
vitro e observaram aumento de 28% na taxa de sobrevivéncia embrionaria pos-
descongelamento comparado aos embrides que ndo receberam acido linoléico no meio de
cultivo. Da mesma forma, Vam Soom et al. (2001) observaram aumento na resisténcia dos
embrides bovinos ao congelamento alterando o contetido de lipidios do meio de cultivo dos
embrides. Mattos et al. (2000) relataram ainda que, a fonte de gordura da dieta dos animais

pode alterar o perfil de 4cidos graxos das membranas plasmaticas das células.

Este trabalho foi realizado com objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo de
canola em grdo na produgdo de oobcitos de vacas Nelore, fertilizagio dos mesmos em

laboratorio e resisténcia destes embrides a vitrificagao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em parte na Fazenda Trés Coragdes, de propriedade da
Agropecudria Ipé, municipio de Mandaguagu, estado do Parand, de abril a junho de 2007.
Foram utilizadas 12 vacas da raga Nelore, Puro de Origem, com idade média de 4 anos, peso
médio de 500 kg de peso vivo e escore corporal trés (escala de 1 a 5). As vacas foram
alojadas em piquetes com 150 m* e separadas em dois tratamentos: 1 = Controle (n=6) e
Tratamento 2 = suplementadas com canola em grao (n=6). As vacas foram tratadas
previamente com Ivermectina 1% (Ivomec, Merial®), e passaram 15 dias recebendo silagem

de milho e o concentrado.

As dietas (Tabela 1) foram fornecidas na forma de ragdo total misturada duas vezes
ao dia, sendo uma as 08h0OOmin e a outra as 16h0Omin. Diariamente, pela manha, antes da
distribuicdo da ragdo, era realizada a limpeza dos comedouros e observado se existia um

minimo de 5% de alimentos.

As andlises bromatoldgicas foram feitas pela empresa Multimix Nutricdo Animal
Ltda e a maturagdo dos odcitos, a FIV e o cultivo e avaliagdo dos embrides realizaram-se no

Centro de Biotecnologia da Reprodugdo BIOTEC — CESUMAR.



Tabela 1. Composigao percentual dos ingredientes das dietas experimentais (% / base matéria
seca)

Tratamentos
Alimentos (%) T1 — Controle T2 — Canola
Silagem de milho 60,00 60,00
Milho grao moido 31,72 29,95
Farelo de soja 7,16 1,95
Canola em grio - 8,00
Sal mineral 1,13 1,10
Total 100,00 100,00
Composi¢ao (%)
PB' 11,10 11,00
NDT? 68,74 67,95
FDN’ 41,64 41,00
EE’ 1,93 6,68
Ca’ 0,42 0,43
P’ 0,28 0,25

'Proteina Bruta, “Nutrientes Digestiveis Totais, > Fibra detergente neutro, * Extrato
etéreo, > Calcio, 6 Fosforo
Decorridos 15 dias de adaptagdo, os ovarios das vacas foram aspirados (OPU), para
padronizar as ondas foliculares que foi desprezada. Em continuidade foram realizadas mais 4
aspiragdes em cada animal, com intervalo de 15 dias, para obtencdo de o6ocitos suficientes
para fecundagdo in vitro. Os odcitos foram quantificados e classificados como vidveis ou
inviaveis, sendo os viaveis aqueles com presenca de cumulus e ooplasma homogéneo e os

inviaveis aqueles desnudos ou picndticos, heterogéneos e com vesiculas apoptoticas.

A maturagdo foi realizada em TCM199 com sais de Earles, glutamina e NaHCO;,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22 ug/mL piruvato, 50 pg/ml de
gentamicina, 0,5 ug de FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1 pg de estradiol/ml, mantidos em estufa,
a 39°C, 5% de CO, em ar com maxima umidade durante 22-24 horas. Os oo6citos foram

colocados em microgotas de 90uL de meio de maturacao coberta por 6leo mineral.

A fecundagdo foi realizada em 100 pl de meio TALP suplementado com 10 pg/ml de
heparina, 22 pl/ml de piruvato, 50 pg/ml de gentamicina, albumina sérica bovina-BSA (sem
acidos graxos), solu¢do de PHE (2 uM de penicilina, 1 uM de hipotaurina e 0,25 uM de
epinefrina). O sémen de touro Nelore, descongelado em banho-maria a 35 °C. Para selegao

dos espermatozdides moéveis e remoc¢do de diluidores e plasma seminal, foi realizada



centrifugagio em gradiente percoll (90 e 45%), durante 20 minutos. Utilizou-se 1x10°
espermatozdides/mL, e os odcitos foram transferidos para as microgotas (20 odcitos/gota),

onde permaneceram por 15 a 18 horas, a 39°C, em atmosfera com 5% de CO, em ar.

Apos a fertilizagdo, os zigotos foram cultivados in vitro, no meio SOF suplementado
com SFB, com monocamada de células da granulosa. O cultivo foi realizado por 15 horas
pos-inseminacdo, em incubadora, com atmosfera gasosa contendo 20% CO, em ar, com
maxima umidade. Decorridas 48 horas, avaliou-se a taxa de clivagem e realizou-se a
renovagao do meio de cultivo. Nesse periodo, quando ocorre a clivagem, observa-se embrides
com 2, 4 ¢ 8 células. Os embrides com 2 células apresentam menor probabilidade de chegar
ao estadio de blastocisto. Durante a avaliacdo da clivagem, retiraram-se as estruturas nao
clivadas da gota, por liberarem metabdlitos prejudiciais aos embrides em desenvolvimento.

Foram feitas duas outras avalia¢des, nos estagios de moérula (oito células) e blastocisto inicial.

Os embrides foram vitrificados em astes de vitrificagao (Criotop® ou Vitri-inga®)
com os respectivos protetores. Os protetores das astes foram colocados horizontalmente num
suporte no Vitri-Equip (equipamento proprio para o procedimento onde ¢ colocado o
nitrogénio liquido) para a estabilizagdo da temperatura. Em uma placa de Nunc os embrides
foram lavados nos dois primeiros pogos contendo 400 pL. de meio manutengdo (AB Holding-
Nutricell®), posteriormente foram transferidos para o terceiro po¢o e lavados por 5 a 15
minutos em uma solu¢do de equilibrio. Apds esse periodo os embrides foram transferidos para
uma placa de Petri e lavados em trés gotas de 20 puL cada de solugdo de vitrificagao, passando
por estas trés gotas num tempo maximo de 1 minuto, ou seja, 20 segundos cada uma.
Posteriormente os embrides foram rapidamente colocados na aste de vitrificacdo previamente
identificada com o minimo de meio possivel e mergulhados diretamente no nitrogénio
liquido, contido no Vitri-Equip, fechado com o protetor e, finalmente, armazenados no
botijao.

Na seqiiéncia, os embrides foram descongelados de acordo com o protocolo descrito
a seguir. Fez-se a remocdo do protetor da aste de vitrificacdo sob o nitrogénio liquido, e
imersdo da tira diretamente em 450 pL na solugdo de descongelamento contida numa placa de
quatro pogos aquecida a 38°C por um minuto. Posteriormente, transferiu-se o embrido pra
outra placa com solugdo diluente em temperatura ambiente por 3 minutos. Depois os embrides
foram lavados nos dois pogos seguintes, por 5 minutos cada, com solucao de lavagem, e

finalmente, colocados em cultura com meio SOF — Nutricell® com atmosfera gasosa



contendo 5% de CO, em ar, com maxima umidade, observando com 06, 12 e 24 horas

observando a expansao e a eclosdo dos mesmos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois tratamentos e 06
repeticdes cada, realizando 04 aspiragdes com um intervalo médio de 15 dias. As
caracteristicas estudadas foram: numero de odcitos viaveis (NOV), taxa de clivagem (TCL) e
taxa de blastocisto (TBL). Apos a vitrificagdo foram avaliadas as taxas de re-expansao (TEP)
e taxa de eclosdo (TEC). Todas as caracteristicas foram testadas para verificagdo da
normalidade dos dados e foi observado que todas as caracteristicas apresentaram distribuicao

normal.
Para as caracteristicas NOV, TCL e TBL, foi utilizado o seguinte modelo estatistico:

Yijk=p+ T+ Vj/Ti+ A+ TA + Cijk

Em que:

(13444

Yix = valor observado das variaveis estudadas, obtidas do animal “j”, recebendo o

[13%2]

tratamento “1”, na aspiragao “k”.

p = Constante geral das observagdes

13D
1

T; = Efeito fixo do tratamento “i”, sendo i =1 e 2 ( 1= Controle e 2= Canola em grao)

[13%4]

V; /T; = Efeito aleatorio da vaca “}” dentro do tratamento

(153
1.

Ax = Efeito fixo da aspirag¢do “k”, sendo k= 1,2,3.4.

(193]

TAj = Efeito fixo da interagdo tratamento “i” e aspiracao “k”.
eijk = erro aleatorio associado a cada observagdo Y

Para as caracteristicas observadas apos a vitrificagao, como TEP e TEC foi utilizado o

seguinte modelo estatistico:
Yij=p+Titej

Em que:

€699

Yi; = valor observado das variaveis estudadas, obtidas do animal “j”, recebendo o

[13%2]

tratamento "1



u = Constante geral das observagdes

[13%3]
1

T;= Efeito fixo do tratamento “i”’, sendoi=1 e 2 ( 1= Controle e 2= Canola em grao)

e;j = erro aleatorio associado a cada observacdo Y.

Para avaliar os dados foi realizada andlise de varidncia, utilizando o programa

computacional SAEG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que ndo houve efeito (p>0,05), de canola em grao na dieta no nimero de
odcitos viaveis. O numero de odcitos vidveis € de importancia fundamental em programas de
FIV, pois esta relacionado ao numero de foliculos presentes nos ovarios no momento da
aspiragao folicular. (Ryan et al., 1992, Staples et al., 1996, Thomas et al., 1997) tém mostrado
que animais alimentados com dietas ricas em gordura apresentam aumento no nimero de
foliculos médios (5 — 9 mm) e grandes (>9,0 mm), podendo aumentar o numero de odcitos

produzidos, todavia isto nao foi observado nos resultados deste experimento.

Tabela 2. Efeito da inclusdo de canola em grdo na dieta de vacas da raga Nelore no niimero

de oocitos vidveis (NOV), taxa de clivagem (TCL) e taxa de blastocisto (TBL).

Tratamentos
Variaveis
T2-Canola T1-Controle
NOV 12,66 £ 1,71 11,04 £ 1,77
TCL (%) 60,62 +4,72 61,39 +4,88
TBL (%) 23,69+ 5,12 27,04 £5,30

Nao houve efeito da inclusdo (p>0,05) da canola em grdo na dieta, na taxa de
clivagem e na taxa de blastocisto (Tabela 2). A produ¢do de embrides depende da qualidade
do od6cito que € aspirado, o que ndo apresentou diferencga entre os tratamentos. A producao e
a qualidade dos embrides ndo se alteraram ao se fornecer dietas com altos teores de gordura
comparado com dietas controles (Cavalieri et al., 2005b). No entanto, outros trabalhos

mostraram que a inclusdo de gordura na dieta aumentou a taxa de gestacdo em vacas de leite



e corte (De Fries et al.,1996; Petit et al.,1998; Ambrose et al., 2006), sendo assim, este fator

positivo parece nao estar relacionado com a qualidade do odcito ou do embrido.

Outros fatores como o aumento na concentracdo de progesterona, modulagido da
sintese de prostaglandina e aumento do tamanho do foliculo ovulatério também parecem

afetar diretamente a taxa de gestacdo em animais alimentados com gordura na dieta.

Son et al. (1996) encontraram aumento na producdo de progesterona nos animais
que receberam gordura animal. Assim, também outros autores obtiveram o mesmo resultado
ao fornecer gordura na dieta de vacas em lactagdo (Williams, 1989; Hawkins et al. 1995;

Lammoglia, 1997).

Mattos et al. (2000) mostraram que a inclusdo de gordura rica em omega 3 na dieta,
pode auxiliar na sobrevivéncia embriondria, pois manteria o corpo liteo integro, assim como
a concentragdo de progesterona. Esta seria uma das explicagdes encontradas por Petit et al.
(1998) para o aumento da taxa de gestacdo quando vacas foram alimentadas com Linhaga em

graos comparada ao Megalac®.

Embora ndo tenha sido verificado efeito significativo de tratamento no numero de
odcitos viaveis, houve um efeito de vaca dentro de tratamento (P<0,05), o que pode ser

explicado pela grande variabilidade individual dos animais quanto a produgdo de oocitos.

Para a caracteristica taxa de clivagem (TCL) foi observado que nao houve efeito
significativo para tratamentos e para vacas aninhadas dentro de tratamentos (p>0,05). Porém,
observou-se um efeito quadratico da TCL em funcdo da ordem de punc¢do P< 0,02), bem
como a interacao tratamentos e ordem de pung¢do. Assim, foi realizada uma analise em que as
ordens de pungdes foram desdobradas em cada tratamento. Nesta analise verificou-se que
para as vacas do grupo controle, as ordens de pung¢des ndo diferiram (P>0,05). No entanto,
quando as vacas foram alimentadas com canola, houve efeito quadratico (P< 0,001) da TCL
em funcdo das ordens de pungdes, mostrando que na terceira pun¢do a TCL foi maior,

(Tabela 3) e (Figura 1).

Tabela 3: Médias e erros-padrdo das variaveis: numero de oocitos viaveis (NOV), taxa de
clivagem (TCL) e taxa de blastocisto (TBL) em fun¢do da ordem de pun¢do (OPU) em vacas

do grupo controle e suplementadas com canola.



NOV TCL TBL
OPU

Canola Controle Canola Controle Canola Controle

1 13,66+3,34 12,6613,34 | §8,33+9,21 51,48%9,21 | 8,33£10,00 17,58+10,00
2 12,66+3,34 11,33+3,34 | 62,86%9,21 63,67+9,21 | 36,20+10,00 30,43%+10,00
3 12,60+3,66 9,83%3,34 | 82,46+10,09 68,18%19,21 | 35,49+£10,95 36,01+£10,00

4 13,66+3,34 11,50+4,09 | 85,9949,21  67,58+11,28 | 14,90£10,00 29,31+12,24

Estes resultados indicam que na medida em que as vacas sao alimentadas com canola,
ocorre um incremento na TCL até certo ponto, quando entdo ocorre uma estabilizagdo,ou seja,

a canola seria benéfica até a terceira puncao quando passaria a ndo exercer mais este efeito.

100 7 y = 77,42+(25,31x(xi-2,5))-12,8791(x;-2,5)?
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Figura 1: Taxa de clivagem em fungdo da ordem de pungdo em vacas alimentadas com

canola

Quanto a TBL, nao foi observado efeito (P>0,05) devidos aos tratamentos e a ordem
de pungdo. Entretanto, a interagdo tratamento ¢ ordem de pungao foi significativo (P<0,05) e,
portanto, uma nova analise para o desdobramento das ordens de puncdes dentro de cada
tratamento.

Nos resultados da andlise, verificou-se que houve um efeito quadratico (P<0,02) da
TBL em fung¢do das ordens de pungdes quando foi utilizado canola nas ragdes (Figura 2),
indicando que a canola teve um efeito favoravel na taxa de blastocisto até a segunda pungao e

isto pode ser observado na Tabela 2.



Y =41,25+(1,92X (%-2,5))-(12,17x (xi-2,5)?
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Figura 2: Taxa de Blastocisto em fun¢do da ordem de pun¢do de vacas alimentadas com

Canola

Com relacdo a taxa de re-expansdo dos embrides (TEP), ndo houve efeito de
tratamentos (P>0,05) apos os procedimentos de vitrificacdo e descongelacdo (Tabela 4). A
formagdo da blastocele se da por meio da atuacao enzima ATPase (so6dio e potassio), a qual
favorece o acumulo de so6dio na cavidade embrionaria, aumentando a pressdo osmotica da
mesma e permitindo a entrada de liquido na blastocele (Prestes e Landim-Alvarenga, 2006).
No entanto, durante a vitrificagdo o embrido se compacta devido a saida de liquido e logo
apo6s a descongelacdo ocorre a re-expansao embrionaria. Shu et al., (2008) observaram que a
taxa de gestagdo foi maior nos embrides que re-expandiram mais rapidamente apds o
descongelamento comparado aqueles quer demoraram a se re-expandir. De acordo com os
resultados deste experimento, parece que a utilizacdo de canola em grao na alimentagdo de

vacas da raca Nelore nao alterou a re-expansao do blastocisto produzido in vitro.

Todavia, em relagcdo a taxa de eclosdo (TEC) verificou-se que houve efeito (P<0,06)
entre os tratamentos. A eclosdo da-se pela lise de uma por¢do da zona pelicida, formando um
orificio através do qual o blastocisto se comprime ¢ abandona a zona pelucida, enquanto se
expande (Prestes e Landim-Alvarenga, 2006). Observou-se que os o6citos obtidos de animais
tratados com canola deram origem a um numero maior de blastocistos eclodidos na
vitrificagdo e descongelacdo (Tabela 4), sugerindo maior resisténcia conferida aos embrides

obtidos de odcitos de vacas suplementadas com canola em grao.



Tabela 4. Médias e erros-padrido para taxa de expansdo (TEP) e taxa de eclosdo (TEC) de

embrides de vacas da raga Nelore

Tratamentos
Variaveis Canola Controle
Taxa de Re-expansao 70,48 £6,99 a 59,62+ 7,09 a
Taxa de Eclosdo 69,17 +7,43 a 35,66 +6,86 b

Meédias seguidas de letras diferentes, deferem entre si pelo teste F (p=P<0,06)

As membranas celulares parecem ser o principal local a ser lesado na
criopreservagdo dos embrides. De acordo com Zeron et al. (2002), a fluidez da membrana
determina a concentracdo de lesdo a ser causada na mesma durante o congelamento do
embrido. Sendo assim, a descoberta de meios que promovam prote¢do e resisténcia as
membranas plasmaticas sdo de grande importancia para a obtengdo de melhores resultados

nos processos de congelamento.

Arav et al. (2000) observaram aumento na resisténcia dos espermatozodides de
carneiros, aumentando a quantidade de 4acidos graxos poliinsaturados na membrana
plasmatica do mesmo, o que sugere relacdo estreita entre o perfil de acidos graxos da
membrana e a susceptibilidade dos gametas ao congelamento. Imai et al. (1997) observaram
que adicionando Img/mL de &4cido linoléico no meio de cultivo de embrides, obtiveram
aumento de 28% na taxa de sobrevivéncia embrionaria pds-descongelamento quando
comparado aos embrides que nao receberam acido linoléico. Seguindo a mesma linha, Vam
Soom et al. (2001), também observaram aumento na resisténcia dos embrides bovinos ao
congelamento alterando o nivel de lipidios do meios de cultivo dos embrides. Pereira et al.
(2006) adicionaram acido linoleico conjugado em meios de cultivo de embrides e verificaram
que houve uma reducdo no acumulo de lipidios nos embrides e um aumento significativo na

sobrevivéncia embrionaria ao processo de criopreservacao.

A fonte de gordura da dieta pode alterar o perfil de 4cidos graxos das membranas
plasmaticas das células (Mattos et al.; 2000), o que se sustenta pelos dados achados por
Albuquerque et al. (2005), que determinaram a concentra¢ao de acidos graxos no liquido
folicular de vacas suplementadas com linhaga e canola em graos, e observaram que, para os

acidos graxos da série n-3 e n-6 o tratamento com canola apresentou concentragdes superiores



(18,32% e 5,26%), comparadas aos tratamentos testemunha (5,24% e 1,58%) e linhaca
(6,55% e 0,42%). Estes resultados tém implicagdes diretas no processo de criopreservagao
dos embrides, pois a maior quantidade de acidos graxos poliinsaturados na membrana
plasmatica determina maior fluidez da membrana plasmatica (Stubbs e Smith, 1984). E, de
acordo com Zeron et al. (2002), esta maior fluidez aumenta a eficiéncia de troca da agua

intracelular pelo crioprotetor, favorecendo a prote¢ao do embrido.

Estes dados poderiam explicar a maior taxa de eclosdo dos embrides oriundos de
odcitos das vacas suplementadas com canola, encontrada neste experimento. Isto porque o
fornecimento deste grao deve ter alterado o perfil de acidos graxos da membrana plasmatica
dos embrides, conferindo as mesmas maior fluidez e, portanto maior resisténcia as injurias

provocadas pelo processo de vitrificacao e descongelamento.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que o fornecimento de canola em graos na dieta de vacas Nelore, nao
altera a producdo de oodcitos vidveis e as taxas de clivagem, blastocisto e re-expansao.
Todavia, os embrides de vacas alimentadas com canola em grdo sdo mais resistentes ao

processo de vitrificacdo do que embrides daquelas que ndo o foram.
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