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RESUMO

Conduziu-se este trabalho com o objetivo de avaliar o efeito de quatro diferentes doses de vitamina A (0 - (n=14),
500.000 (n=15), 1.000.000 (n=17) e 1.500.000 (n=16) (UI) (na forma de palmitato de retinol) na producdo e qualidade de em-
brides coletados de vacas doadoras daraca nelore (n=64). O experimento foi realizado na Central de Transferéncia de Embri-
des Cauembryo no municipio de Funilandia— MG. As vacas foram superovuladas no 10° (n=18), 11° (n=10), 12° (n=26) ou 13°
(n=10) dia ap6s a data do cio com 20 ml de Folltropin® (Vetrepharm, Belleville, Canada) ou 10 ml Pluset® (I.F. Serono, Roma,
Italia) distribuidos em dosagens decrescentes durante quatro dias, em duas aplicagdes diérias (intercaladas de doze horas). Ostra
tamentos com vitamina A foram iniciados juntamente com a primeira dose de FSH. A lutedlise foi induzida no quarto diado tra-
tamento de FSH com uma aplicacdo de 0,75 mg de cloprostenol sodico (Ciosin®, Coopers do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e as doa
doras observadas em cio foram inseminadas as 12 e 24 horas apds 0 seu inicio, usando sémen de diferentes touros. As andises
estatisticas foram feitas utilizando o procedimento GENMOD do SAS (SAS INSTITUTE, 1995). O nimero de embrides viaveis
aumentou significativamente (P<0,0001), apresentando valores de 3,6; 6,1, 6,5 e 6,7 para as dosagens de 0, 500.000, 1.000.000 e
1.500.000 Ul de vitamina A, respectivamente. A porcentagem de embrides vidveis também aumentou (P<0,01), resultando nos valores
de 51%, 57%, 63% e 60% para 0 aumento crescente das doses de vitamina A aplicadas. Ja 0 nimero de estruturas recuperadas ndo foi
diferente (P>0,05) entre as doadoras suplementadas (9,5, 8,3 e 10,5, respectivamente para 500.000, 1.000.000 e 1.500.000 Ul de vita-
minaA) e ndo-suplementadas (8,2). Por meio desses dados, verifica-se que a suplementac&o de vitamina A injetavel antes da coletame-
Ihora a qualidade dos embriBes coletados, sem interferir na quantidade de estruturas produzidas.

Termos paraindexagdo: VitaminaA, superovulagdo, embrides bovinos, transferéncia de embrides, nutricdo animal, reprodugo.

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of four different dosages of retinol pamitate O — (n=14), 500,000 (n=15),
1,000,000 (n=17) and 1,500,000 (n=16) International Units (1U) of vitamin A in the form of retinol palmitate on production and
quality of embryos recovered from Nelore donor cows (n=64). The experiment was carried out in the Embryo Transfer Company
Cauembryo in the county of Funilandia — MG. Cows were superovulated on the 10" (n=18),11"" (n=10),12" (n=26) or 13"
(n=10) days after estrus onset with an injection of 20 ml of Folltropin® (Vetrepharm, Belleville, Canada) or 10 ml of Pluset®
(I.F. Serono,Roma, Itdlia) administered in decreasing doses for four days twice daily (each 12 h). Vitamin A injection was
delivered with the first FSH injection. Luteolysis was induced on the 4" day of FSH treatment by giving 0.75 mg of sodium
cloprostenol (Ciosin®, Coopers do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) and donors observed in estrus were artificially inseminated 12 and
24 hours after the onset of estrus using semen of different bulls of proven fertility. Statistical analysis was carried out using the
GENMOD procedure of SAS (SAS INSTITUTE, 1995). The number of viable embryos differed (P<0.0001), between control
(3.6), and 500,000 (6.1), 1,000,000 (6.5) and 1,500,000 (6.7) vitamin A treatments. Percentage of viable embryos also increased
(P<0.01), from 0.51 in the control, to 0.57, 0.63 and 0.60 in order of increasing Vitamin A treatment groups, respectively.
Number of total structures recovered (ER) was not different between supplemented (9.5, 8.3 and 10.5 respectively for 500,000,
1,000,000 e 1,500,000 IU of vitamin A) and not supplemented (8.2). These results indicate that supplementation of vitamin A i.m.
before flushing improves embryo quality without interfere in the quantity of embryos recovered.

Index terms: Vitamin A, superovulation, cattle embryos, embryo transfer, animal nutrition, reproduction.
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INTRODUCAO

A selecdo genética em bovinos proporcionou
animais com alta producdo de leite e carne. No entanto,
em condigdes naturais, 0s animais conseguem produzir,
no maximo, uma cria por ano. A multiplicagdo mais
efetiva de animais geneticamente superiores implica na
necessidade de promover miitiplas ovulagdes como fer-
ramenta importante para aumentar a producdo de embri-
des. Quanto maior o nimero de embrides vidveis produzi-
dos, maior serd 0 nimero de crias geradas por ano. Junta-
mente com a superovulagdo, vérios fatores contribuem pa-
ra as variavels produgdo e qudidade de embrifes. Entre
eles, os fatores nutricionais sdo expressivos e seus efeitos
na superovulacdo sdo pouco entendidos (YAAKUB et d.,
1999). Entre os fatores nutricionais, a vitamina A destaca-
se e suaimportancia na reproducdo animal € bem conheci-
da (MCDOWELL, 1989). A suplementacéo de vitamina A
i.m. na dosagem de 1.000.000 Ul de palmitato de retinol
melhora a qualidade de embrides bovinos (SHAW et 4.,
1995). A resposta ha qualidade de embrides também foi
encontrada em programas de transferéncia de embriGes em
ratas suplementadas com vitamina A (ELMARIMI et d.,
1990), em bovinos suplementados com abdbora
(AMARAL et d., 2001) e ovinos suplementados com vi-
taminaA (EBERHARDT et al., 1999).

Maiores concentragdes intrafoliculares de vita-
mina A estdo positivamente relacionadas a qualidade fo-
licular (SCHWEIGERT et al., 1988), o que sugere que
essa vitamina pode ser um dos principais fatores con-
troladores do recrutamento, selecéo e crescimento dos
foliculos dominantes em bovinos (SCHWEIGERT e
ZUCKER, 1988). Além disso, a vitamina A modula a
sintese da enzima de clivagem da cadeia lateral do
colesterol — P450 SCC (HAYES, 1971; COREY e
HAYES, 1972; JAYARAM et al., 1973; GANGULY
et al., 1980), aumentando a produ¢do de pregnenolo-
na a partir do colesterol. Ela ainda modula a ativida-
de da enzima A°-3p-hidroxiesteride desidrogenase
(JUNEJA et al., 1966; ISLABAO, 1982) aumentando
a conversdo de pregnenolona em progesterona. Como
maiores concentragdes de progesterona esto associa-
das a melhor qualidade embrionaria (DYCK et al.,
1980; PHARAZYN et al., 1991; JINDAL et a., 1996;
WHALEY et a., 1997), espera-se que sua demanda
em vacas superovuladas seja maior e que, entéo, a
suplementagdo seja uma proposta viavel. Sugere-se
gque a progesterona possa aumentar a producdo da
RBP uterina, 0 que possivelmente aumenta o suporte
nutricional do embri&o (THOMAS et al., 1992), esten-
dendo o possivel efeito benéfico da suplementacéo.

N&o h4 informacdo na literatura sobre o €feito de
diferentes dosagens de vitamina A na producéo e qualida-
de de embrides bovinos. Além disso, hé escassez de traba-
Ihos que avaliam efeito nutricional, especialmente vitami-
na A, na superovulagdo de bovinos. O presente trabalho,
tem como objetivo principa avaiar o efeito de diferentes
dosagens de vitamina A injetavel sobre a quantidade e qua-
lidade de embrides produzidos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Central de Trans-
feréncia de Embrides Cauembryo, no municipio de Fu-
nilandia, Minas Gerais, no periodo de junho a setembro
de 2002. Foram utilizadas 64 vacas adultas (doadoras
de embrides) e ndo-lactantes da raga Nelore. Todas as
doadoras estavam em piquetes de Brachiaria decum-
bens com suplementago de silagem de milho no cocho
para manter o escore corporal (na escaa de 1 a 9, da
condigdo corporal mais leve ou 1, para o animal obe-
S0 ou 9, o escore dos animais utilizados variou de 5 a
7). Agua e sal mineral foram fornecidos & vontade du-
rante todo o periodo do experimento.

Apbs a deteccdo de cio, foi feita a avaliagéo
ovariana das doadoras por palpacéo retal e aguelas que
apresentaram corpo |Gteo normal foram superovuladas
no 10° (n=18), 11° (n=10), 12° (n=26) ou 13° (n=10) dia
ap6s a data do cio com 20 ml de Folltropin® (Vetre-
pharm, Belleville, Canada) ou 10 ml Pluset® (I.F. Sero-
no, Roma, Itdlia), distribuidos em dosagens decrescen-
tes (4,0, 4,0, 3,0, 3,0, 2,0, 2,0, 1,0 e 1,0 ml para o Foll-
tropine2,0,2,0,15,15,1,0,10, 05e05ml para o
Pluset®) durante quatro dias em duas aplicacdes diarias
(intercaladas de doze horas). O Folltropin® é um extra-
to de horménio foliculo estimulante (FSH) obtido de
glandulas pituitérias suinas, enquanto o Pluset® é uma
mistura com relagéo definida e constante de FSH e
LH extraida de pituitéria suina na propor¢do FSH:LH
de 1:1; a atividade bioldgica do FSH € de 100%, en-
quanto a do LH é de 25%. Os tratamentos foram de-
signados aleatoriamente as doadoras, segundo um de-
lineamento inteiramente casualizado.

As diferentes dosagens de vitamina A (Roche®,
S&o Paulo de 0, 500.000, 1.000.000 e 1.500.000 Ul de
vitamina A naforma de pamitato de retinol) foram dilu-
idas em 10 ml de 6leo de milho estéril e aplicadas em
dose Unica juntamente com a primeira dose de FSH. A
aplicacdo da vitamina A foi realizada no masculo semi-
membranoso ou semitendinoso, porém, no lado oposto
as injegdes superovulatorias. As doadoras foram distri-
buidas aleatoriamente nos respectivos tratamentos, de
acordo com aTabela 1.
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A lutedlise foi induzida no quarto dia do trata-
mento de FSH, com uma aplicagdo de 0,75 mg de clo-
prostenol sédico (Ciosin®, Coopers do Brasil, S&o Pau-
lo, Brasil), e as doadoras observadas em cio foram in-
seminadas 12 e 24 horas apds o inicio do cio. Todas as
doadoras foram inseminadas pelo mesmo inseminador.
O processo da superovulagdo e aplicagdo da vitamina A
esta descrito no esquema abaixo (nesse caso, a coleta
esta representada 7 dias ap0s o cio superovulatério — dia
em que séo feitas as inseminactes artificiais):

Das 64 doadoras superovuladas, 10, 46 e 8 doa-
doras foram coletadas, respectivamente, 6, 7 e 8 dias
apos o cio, mediante coleta ndo-cirdrgica (ELSDEN et
al., 1976). O utero de cada doadora foi lavado com 1,0
litro de Dulbecco Modificado (DPBS) (Cultilab, Cam-
pinas, SP) e os embrides, coletados em recipientes com
filtros de 80 um. Todas as coletas foram realizadas pelo
mesmo técnico.

A seguir, as estruturas recuperadas foram
classificadas quanto ao grau de desenvolvimento
em: 6vulos, embriGes degenerados, moérula, blasto-
cisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido. Os embribes foram classifica-
dos segundo o grau de qualidade e considerados vi-
aveis ou ndo dentro de cada classe de desenvolvi-
mento em: ndo fertilizado ou évulo, degenerado,
pobre, médio, bom e excelente. A classificagdo dos
embrides foi feita por um Unico técnico experiente.

A andlise do efeito das diferentes dosagens de vi-
tamina A sobre o nimero de estruturas recuperadas
(ER), nimero de embrifes vidveis (V) e porcentagem

de embrides viaveis (% Viaveis) foi realizada pelo
procedimento GENMOD (SAS INSTITUTE,
1995), visto que os dados seguem a distribuicdo de
Poisson. Como todas a doadoras ja haviam sido coleta-
das na central antes do inicio do experimento, utilizou-
se a proporgdo entre o nimero de embrides viaveis da
coleta anterior (VA) e 0 nimero de estruturas recupera-
das da coleta anterior (ERA). A essa proporcéo deu-se o
nome de GPA, que foi usada como covaridvel para gjus-
tar o modelo. As médias dos tratamentos foram compa-
radas por contraste (SASINSTITUTE, 1995).

RESULTADOSE DISCUSSAO

O nimero de embriBes viaveis das doadoras que
receberam vitamina A foi maior (P<0,0001) do que o do
tratamento-controle (Tabela 2).

O ndmero de embrides viaveis produzidos pelas
doadoras do grupo controle é condizente com varios
trabalhos consultados (SANTIAGO et a., 2000;
AMARAL et a., 2001; KANZAKI et a., 2001). O au-
mento de até trés embrifes viaveis nos grupos suple-
mentados demonstra o efeito da vitamina A na qualida-
de embrionaria. Em épocas de seca, como a da realiza-
¢80 do experimento, a suplementacdo de Vitamina A é
ainda mais justificavel, do ponto de vista nutricional,
para os animais, principamente quando submetidos a
condicOes estressantes adicionais (superovulagdo). Jus-
tifica-se, portanto, a associagdo entre a suplementacéo e
0 aumento observado na viabilidade dos embrides pro-
duzidos.

TABELA 1 - Distribui¢o das doadoras de acordo com os tratamentos e hormonios aplicados.

Tratamentos (Ul devitamina A)*

Hor mobnios

0? 500.000 1.000.000 1.500.000 Total
Folltropin® 11 13 13 9 46
Pluset® 4 3 4 7 18
Total 15 16 17 16 64

Ul devitamina A na forma de palmitato deretinol (Roche®, Sdo Paulo, SP) aplicadosi.m. diluidos em 10 ml

de 6leo de milho estéril

20 tratamento com 0 Ul de vitamina A consistiu da aplicacdo de 10 ml de éleo de milho i.m. (grupo con-

trole).

A porcentagem de embrides viaveis das doadoras
gue receberam vitamina A foi maior (P<0,01) do que a
do tratamento-controle (Tabela 2).

A resposta positiva na viabilidade de em-
brides bovinos também foi encontrada por Shaw et al.
(1995) com a dosagem de 1.000.000 Ul de palmitato
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de retinol, em bovinos suplementados com abdbora
(AMARAL et al., 2001)e também em ratas suplemen-
tadas com vitamina A injetavel (ELMARIMI et &l.,
1990). Vérias podem ser as causas para essa melhora
na qualidade: primeiro, com a suplementagéo de vi-
tamina A injetavel, a qualidade do foliculo melhora
(SCHWEIGERT e ZUCKER, 1988; SCHWEIGERT
et al., 1988) e, consequentemente, a viabilidade dos
embrides das doadoras superovuladas; segundo, a vi-
tamina A pode estimular uma das enzimas-chaves da
esteroidogénese denominada Citocromo P450 de cli-
vagem da cadeia lateral (HAYES, 1971; COREY e
HAYES, 1972; JAYARAM et a., 1973; GANGULY
et al., 1980), aumentando a producgdo de pregnenolo-
na, precursor da progesterona; terceiro, a vitamina A
modula a atividade da enzima A°-3B-hidroxiesteréide
desidrogenase (JUNEJA et a., 1966; ISLABAO,
1982) para a maior conversao de pregnenolona em
progesterona, que possivelmente esta associada a me-
lhor qualidade embrionaria (DYCK et a., 1980;
PHARAZYN et a., 1991; JNDAL et a., 1996;

WHALEY et a., 1997) e, por ultimo, a progesterona
melhora o ambiente uterino e o suporte nutricional
para o desenvolvimento do embri&o (THOMAS et dl.,
1992).

As células ovarianas renovam-se em intervalos
freqUentes, o que ocasiona maior demanda de vitami-
na A em etapas fundamentais da diferenciacao celular
(HAYES, 1971; COREY e HAYES, 1972; JAYARAM
et al., 1973). Em animais superovulados, devido a
maior producdo de odcitos, pode ocorrer exigéncia a
inda maior de vitamina A nas células ovarianas. Em
animais sem suplementacdo, é possivel que a exigén-
cia da vitamina A ndo segja suprida e, consequente-
mente, haja menor nimero de embrides viaveis (Ta
bela 2).

A porcentagem de embrides viaveis foi aumen-
tada com a suplementagcdo de vitamina A, porém, o
numero total de embrides produzidos ndo foi diferen-
te (P>0,05) do controle (Tabela 2), significando que a
vitamina A melhora a eficiéncia do processo de tecno-
logia de embrides colhidos de vacas superovuladas.

TABELA 2 — Numero de estruturas recuperadas (médias corrigidas), embrides viaveis e porcentagens de embrides
viaveis produzidos pelas doadoras que receberam as diferentes dosagens de vitamina A injetavel.

Estruturas Recuperadas Embrifes Viaveis
Tratamento % Viaveis
N Média + DP N Média+ DP
o* 15 82+ 1% 15 3,6+1,9% 512
500.000* 16 95+ 1,9 16 6,1+19° 57°
1000.000* 17 83+109 17 6,3+1,9° 63°
1.500.000* 16 105+ 1,92 16 6,7+1,9° 60°

Letrasiguais nas colunas néao diferem entre si (P>0,05).

a,b, letras diferentes na coluna de embrides viaveis diferem estatisticamente (P< 0,0001).
a, b letrasdiferentesna coluna % de embrides viaveis diferem estatisticamente (P< 0,01)
*Ul de vitamina A na forma de palmitato de retinol (Roche®, S&o Paulo, SP), ou veiculo, aplicados IM dilui-

dosem 10 ml de 6leo de milho estéril.

CONCLUSOES

A vitamina A aumenta 0 nimero de embrifes vi-
aveis sem interferir na quantidade produzida. Sendo as-

sim, recomenda-se, principalmente em periodos de ca
réncia nutricional, a sua suplementagdo via injetavel
como forma de incrementar a produgdo de embrifes de
vacas Nelore superovuladas.
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