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RESUMO

Avaliou-se a produgdo de odcitos e embrides de vacas Nelore in vitro e a resisténcia a vitrificagdo. Foram
utilizadas 12 vacas Nelore, distribuidas aleatoriamente em dois tratamentos: T1-tratados com canola em
grao (2,0kg/animal/dia) e T2-controle. Cada animal foi aspirado quatro vezes para obtencdo de 6ocitos
para fecundacdo in vitro. Os odcitos foram quantificados e classificados em viaveis ou inviaveis. Os
zigotos foram cultivados in vitro e, sete dias ap6s, os embrides foram avaliados quanto a qualidade e grau
de desenvolvimento e vitrificados em hastes proprias. Na sequéncia, foram descongelados e cultivados
em 6, 12 e 24 horas, observando-se a taxa de expansdo e eclosdo. Nao houve diferencas (P>0,05) no
namero total de odcitos viaveis, T1=12,7% e T2=11,0%, na taxa de clivagem, T1=60,6% e T2=61,4%, €
taxa de blastocistos, T1=23,7% e T2=27,0%, em fun¢do do tratamento. Também n&o houve influéncia na
taxa de re-expansdo, T1=70,5 e T2=59,6%, apds a vitrificacdo e descongelamento. Todavia houve
diferenca (P<0,06) para a taxa de ecloséo, T1=69,2 e T2=35,7. Conclui-se que a adi¢do de canola na dieta
de vacas ndo alterou a produgdo de embrides; entretanto, os embrides resultantes de odcitos coletados de
vacas alimentadas com canola sdo mais resistentes a vitrificacéo.

Palavras-chaves: Nelore, 6mega-6, 6mega-9, criopreservacao, embrido
ABSTRACT

It was evaluated the production of oocytes and embryos from Nellore cows in vitro, as well as its
resistance to vitrification, when the animals were supplemented with canola grains. Twelve Nellore cows
were randomly divided into two treatments: T1-treated with Canola grains (2.0kg/animal/day) and T2-
control. Each animal was submitted to other four aspirations, to obtain oocytes for the in vitro
fertilization. The oocytes were quantified and classified as viable or not viable. The embryos were
cultivated in vitro, seven days after the quality and the level of development of embryos was evaluated
and they were vitrified in vitrification straws. Then, the embryos were thawed and grown during 6, 12
and 24 hours, and the rate of expansion and hatching were recorded. There were no differences (P>
0.05) in the whole number of viable oocytes T1: 12.7£1.71 and T2: 11.0£1.77, cleavage rate T1=
60.6+4,72 and T2= 61.4+4.88 or blastocysts rate T1=23,7+5.12 and T2=27,0+5.30 due to the treatment.
The treatments did not influence the rate of re-expansion T1= 70,5+6.99 and T2: 59.6+7.09 after
vitrification and thawing. However, there was a significant difference (P <0.06) in the hatching rate (T1:
69.17+7.43; T2: 35.66+6.86). Thus, we conclude that supplementation with canola grains did not change
embryos production, but the embryos yielded from oocytes of cows fed canola grains are more resistant
to vitrification.
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INTRODUCAO

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas
a fim de elucidar os fatores associados
ao desempenho reprodutivo dos animais,
possibilitando a intervencdo nos processos
biotecnolégicos. A nutricdo é importante fator na
reproducdo dos animais, destacando-se o teor de
proteina bruta da dieta (Garcia-Bajalil et
al.,1994), a quantidade de vitamina A (Shaw et
al.,1995) e a de energia na dieta (Nolan et al.,
1998). Sabe-se que as gorduras na dieta
interferem na taxa de gestacdo, crescimento
folicular, concentragdo de hormdnios e produgéo
de embriBes (Williams, 1989).

De acordo com Armstrong (1993), existe grande
variabilidade na taxa de ovulagdo e na produgéo
de embriBes viaveis. Muller (2003) apontou os
beneficios do uso de fontes ricas em 4cidos
graxos poli-insaturados, como a canola (&cido
linoleico n-6), no aumento do numero de
embrides vidveis. Resultados semelhantes foram
encontrados por Capovilla et al. (2006), ao
suplementarem ovelhas Santa Inés com Lac
100® (4cido linoleico n-6), quando também
obtiveram maior nimero de embrides vidveis nas
fémeas suplementadas.

A produgdo de embrifes in vitro ainda apresenta
diferencas morfoldgicas e metabolicas em
relacdo aos produzidos in vivo, gerados pelas
condigBes de cultivo in vivo (S& et al., 2003).
Essas alteracGes tém tornado os embrides de FIV
mais sensiveis a criopreservagao que os obtidos
in vivo, diminuindo a viabilidade apds o
descongelamento e a taxa de gestacdo (Holm et
al., 1998). Os embribes 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
blastbmeros apresentam-se aumentados, e 0
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 essa maior sensibilidade
dos embriGes de FIV ao congelamento esteja
relacionada a altas taxas de lipidios que eles
apresentam. Estudos realizados com zigotos
suinos, nos quais foram removidas as gotas
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lipidicas de seu 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. Abe et al. (2002) relataram que gotas
lipidicas no citoplasma se acumularam em
demasia em morulas e blastocistos quando
zigotos foram cultivados em meio com soro. A
adicdo de 4&cido linoleico conjugado com
albumina nos meios de cultivo resultou em
embrides mais resistentes ao processo de
criopreservagdo. Essa melhora possivelmente se
deve as modifica¢cdes na composicdo lipidica da
membrana, facilitando a perda de &gua pela
célula (Laowtammathron et al., 2005).

Cavalieri et al. (2005) demonstraram que
novilhas que receberam embrides de vacas
alimentadas com linhaga apresentaram aumento
na taxa de gestacdo, sugerindo que embrifes
congelados oriundos de doadoras suplementadas
com linhaga em grdo podem ser mais resistentes
ao processo de criopreservagdo em relacdo
aqueles que ndo o foram. Autores observaram
uma relagdo intima entre os &cidos graxos da
membrana plasmatica e a susceptibilidade das
células de mamiferos ao processo de
criopreservacdo. Imai et al. (1997) adicionaram
acido linoleico no meio de cultivo de embriGes
bovinos in vitro e observaram aumento de 28%
na taxa de sobrevivéncia embrionaria pdés-
descongelamento comparado aos embrides que
ndo receberam &cido linoleico no meio de
cultivo. Da mesma forma, Van Soom et al.
(2001) observaram aumento na resisténcia dos
embrides bovinos ao congelamento alterando o
contelido de lipidios do meio de cultivo dos
embrides.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito da suplementagdo de canola em
grdo sobre a producdo de odcitos, fertilizagdo
deles em laboratorio e resisténcia dos embrides a
vitrificacdo de vacas Nelore.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado de abril a junho de
2007. Foram utilizadas 12 vacas da raga Nelore,
com media de idade de quatro anos, média de
500kg de peso e escore corporal trés (escala de 1
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a 5). As vacas foram alojadas em piquetes com
150m? e separadas em dois tratamentos com seis
animais cada: Tratamento 1 = Controle: dieta
com 7,16% de farelo de soja (1,93% de extrato
etéreo) e Tratamento 2 = Suplementagdo com
canola: 8% de canola em grdo + 1,95% de
farelo de soja (extrato etéreo 6,68%). As duas
dietas foram compostas por 11% de proteina
bruta. As vacas foram tratadas previamente com
Ivermectina 1% (Ivomec, Merial®), e receberam,
durante 15 dias, silagem de milho e concentrado.
As dietas (Tab. 1) foram fornecidas na forma de
racdo total misturada duas vezes ao dia, as 8h e
as 16h.

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

Alimento (%) T1-Controle T2 — Canola
Silagem de milho 60,00 60,00
Milho grdo moido 31,72 29,95
Farelo de soja 7,16 1,95
Canola em gréo - 8,00
Sal mineral 1,13 1,10
Total 100,00 100,00
Composicéo (%)

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

PB: proteina bruta; NDT: nutrientes digestiveis totais;
FDN: fibra detergente neutro; EE: extrato etéreo;
célcio; fésforo.

As andlises bromatoldgicas foram feitas pela
empresa Multimix Nutricdo Animal Ltda., e a
maturagdo dos odcitos, a FIV e o cultivo e
avaliacdo dos embrides realizaram-se no Centro
de Biotecnologia da Reproducdo BIOTEC -
CESUMAR. Decorridos 15 dias de adaptacdo
alimentar, os ovarios foram aspirados (OPU) e o
conteldo desprezado, para padronizar as ondas
foliculares. Em continuidade, foram realizadas
mais quatro aspiracbes em cada animal, com
intervalo de 15 dias, para obtencdo de 6ocitos
para fecundagdo in vitro. Os odcitos foram
quantificados e classificados como viaveis ou
invidveis, sendo os viaveis aqueles com presenga
de cumulus e ooplasma homogéneo, e 0s
invidaveis aqueles desnudos ou picndticos,
heterogéneos e com vesiculas apoptoticas.
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A maturacdo foi realizada em TCM199 com sais
de Earles, glutamina e NaHCOj3 suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22pg/mL
piruvato, 50pg/mL de gentamicina, 0,5ug de
FSH/mL, 50pg de LH/mL e 1ug de
estradiol/mL, mantidos em estufa, a 39°C, 5% de
CO, em ar com maxima umidade durante 22-24
horas. Os odcitos foram colocados em
microgotas de 90uL de meio de maturacdo
coberta por éleo mineral.

A fecundacdo foi realizada em 100uL de meio
TALP suplementado com 10 pg/mL de heparina,
22pL/mL de piruvato, 50ug/mL de gentamicina,
albumina sérica bovina-BSA (sem 4&cidos
graxos), solucdo de PHE (2uM de penicilina,
1uM de hipotaurina e 0,25uM de epinefrina).
O sémen de touro Nelore foi descongelado
em banho-maria a 35°C. Para selecdo dos
espermatozoides mdveis e remogdo de
diluidores e plasma seminal, foi realizada
centrifugacdo em gradiente percoll (90 e 45%),
durante 20 minutos. Utilizaram-se  1x10°
espermatozoides/mL, e o0s oo6citos 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.

Apbs 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 renovagdo do meio de
cultivo. Nesse periodo, quando ocorre a
clivagem, observam-se embribes com duas,
quatro e oito células. Os embrides com duas
células apresentam menor probabilidade de
chegar ao estadio de blastocisto. Foi realizada
outra avaliagdo no dia sete para verificacdo das
taxas de blastocistos. Em seguida os embrides
foram submetidos a técnica de vitrificagdo. No
protocolo de vitrificag8o, utilizaram-se dois tipos
de solucdo para realizar o procedimento: solugdo
de equilibrio etilenoglicol 7,5% e
dimetilsulfoxido a 7,5% e solucédo de vitrificacdo
etilenoglicol a 15% associado ao DMSO e &
sacarose 0,5M, e meio tamponado (MT). Os
embrides permaneceram na solucdo de equilibrio
por um periodo de cinco a 10 minutos e logo
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foram transferidos para trés gotas de 20uL da
solucdo de Vvitrificagdo, onde permaneceram
durante 20 segundos em cada uma.
Posteriormente foram colocados na haste de
vitrificacdo e mergulhados diretamente no N,
liquido e transferidos para o tambor de
armazenamento.

Na sequéncia, os embriGes foram descongelados
e posteriormente transferidos para outra placa
com solucéo diluente em temperatura ambiente
por trés minutos. Depois 0s embrifes foram
lavados nos dois pocos seguintes, por cinco
minutos cada, com solucdo de lavagem, e,
finalmente, colocados em cultura com meio SOF
— Nutricell® com atmosfera gasosa contendo 5%
de CO, em ar, com maxima umidade, avaliando
a cada 6, 12 e 24 horas para verificar sua
expansdo e eclosdo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, com dois tratamentos e seis repeticoes
cada, realizando quatro aspiracbes com um
intervalo médio de 15 dias. As caracteristicas
estudadas foram: numero de odcitos viaveis,
taxa de clivagem e taxa de blastocisto. Apds a
vitrificagdo foram avaliadas as taxas de
re-expansdo e taxa de eclosdo. Todas as
caracteristicas foram testadas para verificacdo da
normalidade dos dados e observou-se que todas
as caracteristicas apresentaram  distribuigdo
normal.

Para as caracteristicas NOV, TCL e TBL foi
utilizado o seguinte modelo estatistico: Y= p +
t + ej em que p= media; t= tratamento i
(embrides eclodidos do método tradicional e
vitrificagéo); e;= erro associado a cada
observagdo. Para a andlise foi usado Software
GLIM 4.0 com distribuicdo binomial (Nelder e
Wedderburn, 1972).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o houve efeito (P>0,05) de canola em gréo na
dieta sobre o ndmero de odcitos vidveis. O
nimero de odcitos vidveis é de importancia
fundamental em programas de FIV, pois esta
relacionado ao numero de foliculos presentes nos
ovarios no momento da aspiragdo folicular. Ryan
et al. (1992), Staples et al. (1996) e Thomas et
al. (1997) tém mostrado que animais alimentados
com dietas ricas em gordura apresentam aumento
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no nimero de foliculos médios (5 — 9mm) e
grandes (>9,0mm), podendo aumentar o nimero
de odcitos produzidos; todavia isso ndo foi
observado nos resultados deste experimento.

N4&o houve efeito da inclusdo (P>0,05) da canola
em grdo na dieta, na taxa de clivagem e na taxa
de blastocisto (Tab. 2). A producdo de embriGes
depende da qualidade do odcito que é aspirado,
que ndo apresentou diferenca entre 0s
tratamentos. A producdo e a qualidade dos
embrides ndo se alteraram ao se fornecerem
dietas com altos teores de gordura em
comparacdo com dietas controles (Cavalieri et
al., 2005). 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, esse fator
positivo parece ndo estar relacionado com a
qualidade do odcito ou do embrido.

Tabela 2. NUmero de od6citos viaveis (NOV),
taxa de clivagem (TCL) e taxa de blastocisto
(TBL) de vacas Nelore segundo os tratamentos

e 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 27,0445,30

Outros fatores, como 0 aumento na concentragao
de progesterona, modulacdo 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) verificaram aumento na
producdo de progesterona nos animais que
receberam gordura animal. 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 ldteo integro, assim como a concentragao
de progesterona. Essa seria uma das explicacdes
encontradas por Petit et al. (1998) para o
aumento da taxa de gestacdo quando vacas foram
alimentadas com linhaca em grdo comparada ao
Megalac®. Embora ndo tenha sido verificado
efeito significativo de tratamento sobre o nimero
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de odcitos viaveis, houve efeito de vaca dentro
de tratamento (P<0,05), o que pode ser explicado
pela grande variabilidade individual dos animais
guanto a producdo de odcitos.

Com relagdo a taxa de re-expansdo dos embrides,
ndo houve efeito de tratamento (P>0,05) apds o0s
procedimentos de vitrificacdo e descongelacdo
(Tab. 3). A formacdo da blastocele se da por
meio da atuacdo da enzima ATPase (sédio e
potassio), a qual favorece o acimulo de sédio na
cavidade embrionaria, aumentando sua pressao
osmatica 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 apés a
descongelacdo ocorre a re-expansdo embrionéria.
Shu et al. (2008) observaram que a taxa de
gestacdo foi maior nos embrides que re-
expandiram  mais rapidamente apds o
descongelamento em comparacdo com aqueles
que demoraram a se re-expandir. De acordo com
os resultados deste experimento, parece que a
utilizagdo de canola em grdo na alimentacdo de
vacas da raca Nelore ndo alterou a re-expansdo
do blastocisto produzido in vitro.

Tabela 3. Médias e erros-padrdo para taxa de
expansdo (TEP) e taxa de eclosdo (TEC) de
embrides de vacas da raca Nelore

Variavel Canola Controle
Taxa de re-expansdo  70,48+6,99a 59,62+7,092
Taxa de eclosao 69,17 +7,43a 35,66+6,86b

Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si
pelo teste F (P<0,06).

Todavia, em relacdo a taxa de ecloséo, verificou-
se que houve efeito (P<0,06) de tratamentos. As
membranas celulares parecem ser o principal
local a ser lesado na criopreservacdo dos
embrides. De acordo com Zeron et al. (2002), a
fluidez da membrana determina a concentragdo
de lesdo a ser causada na mesma durante o
congelamento do embrido. Sendo assim, a
descoberta de meios que promovam protecdo e
resisténcia as membranas plasmaticas sdo de
grande importancia para a obtencdo de melhores
resultados nos processos de congelamento.

Arav et al. (2000) observaram aumento na

resisténcia dos espermatozoides de carneiros,
aumentando a quantidade de &cidos graxos poli-
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insaturados na membrana plasmatica dos
mesmos, 0 que sugere relacdo estreita entre o
perfil de é&cidos graxos da membrana e a
susceptibilidade dos gametas ao congelamento.
Imai et al. (1997), ao adicionarem 1mg/mL de
acido linoleico no meio de cultivo de embrides,
obtiveram aumento de 28% na taxa de
sobrevivéncia embrionaria pds-descongelamento
quando comparado aos embriGes que ndo
receberam 4acido linoleico. Seguindo a mesma
linha, Van Soom et al. (2001) também
observaram aumento na resisténcia dos embrides
bovinos ao congelamento alterando o nivel de
lipidios dos meios de cultivo dos embries.
Pereira et al. (2007) adicionaram &cido linoleico
conjugado em meios de cultivo de embrides e
verificaram que houve uma reducdo no acimulo
de lipidios nos embribes e um aumento
significativo na sobrevivéncia embrionaria ao
processo de criopreservacao.

A fonte de gordura da dieta pode alterar o perfil
de &cidos 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 concentracdo de
acidos graxos no liquido folicular de vacas
suplementadas com linhaca e canola em gréo, e
observaram que, para os acidos graxos da série
n-3 e n-6, o tratamento com canola apresentou
concentragBes mais altas (18,3% e 5,3%) em
relacdo aos tratamentos testemunha (5,2% e
1,6%) e com linhaca (6,6% e 0,4%). Esses
resultados tém implicacBes diretas no processo
de criopreservacdo dos embrides, pois a maior
quantidade de acidos graxos poli-insaturados na
membrana plasmatica determina maior fluidez da
membrana plasméatica (Stubbs e Smith, 1984).
De acordo com Zeron et al. (2002), essa maior
fluidez aumenta a eficiéncia de troca da &gua
intracelular pelo crioprotetor, favorecendo a
protecdo do embrido. Esses dados poderiam
explicar a maior taxa de eclosdo dos embrides
oriundos de odcitos das vacas suplementadas
com canola, encontrada neste experimento. Isso
porque o fornecimento desse grdo deve ter
alterado o perfil de acidos graxos da membrana
plasméatica dos embrides, conferindo a mesma
maior fluidez e, portanto, maior resisténcia as
injarias provocadas pelo processo de vitrificagdo
e descongelamento.
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CONCLUSOES

O fornecimento de canola em grdo na dieta de
vacas Nelore ndo altera a producdo de odcitos
viaveis e as taxas de clivagem, blastocisto e re-
expansdo. Todavia, os embribes de vacas
alimentadas com canola em grdo apresentaram
maiores taxas de eclosdo do que aquelas que ndo
o foram.
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