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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE 

 

O Brasil busca aumentar a produção de carne e o número de bezerros geneticamente 

superiores nascidos empregando a produção in vitro de embriões. O uso de metionina 

protegida no rúmen em doadoras de oócitos pode aumentar o número de embriões 

produzidos pela referida biotecnologia, ainda tornando-os mais competentes em 

estabelecerem a prenhez.   
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RESUMO 

 

A metionina é um aminoácido essencial para o desenvolvimento dos oócitos e 
embriões, uma vez que é precursora de polipeptídeos e atua na regulação da 
tradução, metilação do DNA e equilíbrio antioxidante. Alterações na metilação do DNA 
de oócitos e embriões, hipermetilação ou hipometilação de genes específicos, podem 
favorecer a produção in vitro de embriões (PIVE). O estudo foi dividido em dois 
experimentos objetivando avaliar não só qualidade de oócito e embrião como também 
taxa de prenhez. Com isso, a hipótese é que a suplementação com metionina 
protegida no rúmen (MPR; Smartamine M® - Adisseo Brasil) em vacas doadoras de 
oócitos, na dose diária de 15 gramas/doadora/dia, durante os 14 dias que antecedem 
a aspiração folicular (OPU), aumenta os índices da PIVE e a taxa de prenhez após a 
transferência de embrião em tempo fixo (TETF). Objetivou-se comparar o efeito da 
suplementação oral com MPR em vacas doadoras de oócitos no número de CCOs 
recuperados, taxa de clivagem, taxa de conversão de CCOs em blastocistos no D7 
(Experimento 1) e a taxa de prenhez após TETF (Experimento 2). No Experimento 1, 
vacas da raça Senepol, sem bezerro ao pé, não lactantes, foram divididas 
equitativamente de acordo com a idade, escore de condição corporal (ECC) e nível 
de produção de embriões in vitro, baseado em histórico prévio como doadoras de 
oócitos, em dois grupos: suplementação com MPR na dose diária de 15 
gramas/doadora/dia, durante os 14 dias que antecedem a OPU (MPR; n=26) ou não 
suplementadas com MPR (CON; n=26), compreendendo para tanto um total de seis 
repetições. Utilizou-se um delineamento crossover, onde o intervalo entre a OPU e o 
início de um novo tratamento, foi de 30 dias. Após a OPU, a PIVE foi realizada em um 
sistema convencional onde avaliou-se os parâmetros relacionados a tal produção. No 
Experimento 2, as doadoras de oócitos foram submetidas aos mesmos tratamentos 
do Experimento 1, onde foram suplementadas com MPR (MPR; n=19 doadoras) ou 
não (CON; n=19 doadoras), após a OPU procedeu-se a PIVE e os embriões no D7 
(n= 147) provenientes de doadoras não tratadas com MPR (CON; n=62 embriões) ou 
tratadas com MPR (n=85 embriões) foram transferidos às receptoras de embriões 
previamente sincronizadas por um protocolo convencional de TETF. Não houve 
diferença entre o Grupo CON e Grupo MPR para o número de CCOs totais 
recuperados /doadora (34,6842 + 3,2687 vs. 34,7894 + 3,6197; P = 0,6690); número 
de CCOs viáveis recuperados/doadora (29,2105 + 3,5930 vs. 29,6315 + 3,5992; P = 
0,7514); taxa de CCOs recuperados viáveis (72,2659 + 5,2779 vs. 70,4465 + 
6,0910%; P = 0,6908); taxa de clivagem (65,8627 + 5,9443 vs. 68,7473 + 6,8064%; P 
= 0,5692); taxa de conversão de CCOs em blastocistos viáveis no D7  (23,7181 + 
4,4780 vs. 28,3952 + 4,6178%; P = 0,3082) e número de blastocistos produzidos no 
D7/doadora (9,8636 + 1,6187 vs. 10,0869 + 1,5411; P = 0,6682). A taxa de prenhez 
não diferiu em receptoras que receberam embriões do Grupo CON comparado ao 
MPR [46,77% (29/62) vs. 51,76% (44/85); P = 0,5513]. Conclui-se que a 
suplementação com metionina em doadoras de oócitos não aumenta eficiência na 
produção in vitro de embriões e a taxa de prenhez após TETF. 
 
Palavras chaves: Fecundidade. Embriões. Metilação de DNA. Bovinos. 
 
 

 
 



ABSTRACT  
 

Methionine is an essential amino acid for the development of oocytes and embryos, 
since it is a precursor of polypeptides and acts in the regulation of translation, DNA 
methylation and antioxidant balance. Alterations in the DNA methylation of oocytes 
and embryos, hypermethylation or hipomethylation of specif genes, may favor the in 
vitro production of embryos (IVP). The hypothesis is that oral supplementation with 
rumen-protected methionine (RPM; Smartamine M® - Adisseo Brazil) in oocyte donor 
cows, at a daily dose of 15 grams/donor/day during the 14 days prior to follicular 
aspiration (OPU), increases the number of total cumulus oocyte complex (COCs) 
recovered, number of viable COCs recovered, rate of recovered viable COCs, 
cleavage rate, rate of conversion of COCs to blastocysts on D7, number of blastocysts 
produced on D7and the pregnancy rate after fixed-time embryo transfer (FTET). The 
aim of this study was to compare the effect of oral RPM supplementation in oocyte 
donor cows on the number of total COCs recovered, the number of viable COCs 
recovered, the rate of viable COCs recovered, the cleavage rate, the rate of conversion 
of COCs into blastocysts on D7, number of blastocysts produced in D7 (Experiment 1) 
and the pregnancy rate after FTET (Experiment 2). In Experiment 1, Senepol cows 
single, non-lactating, were equally divided according to age, body condition score 
(BCS) and in vitro embryo production level, based on history as oocyte donors, into 
two groups: supplementation with RPM at a daily dose of 15 grams/donor/day, orally, 
during the 14 days prior to OPU (RPM; n=26) or not supplemented with RPM (CON; 
n= 26) comprising for both a total of six repetitions. A crossover design was used, 
where the interval between OPU and the start of a new treatment was 30 days. After 
OPU, in IVP was performed in a conventional system where the parameters related to 
such production were evaluated. In Experiment 2, oocyte donors were submitted to the 
same treatments as in Experiment 1, where they were supplemented (RPM; n=19) or 
not with MPR (CON; n=19), after OPU and IVP and embryos on D7 (n=147) from 
donors not treated with MPR (CON; n = 62 embryos) or treated with MPR (MPR; n=85 
embryos) were transferred to previously synchronized embryo recipients by a 
conventional protocol of FTET. The was no difference between the Control Group and 
MPR for the number of total COCs recovered /donor (34.6842 + 3.2687 vs. 34.7894 + 
3.6197; P = 0.6690); number of recovered viable COCs/donor (29.2105 + 3.5930 vs. 
29.6315 + 3.5992 respectively; P = 0.7514); rate of recovered viable COCs (72.2659 
+ 5.2779% vs. 70.4465 + 6.0910%; P = 0.6908); cleavage rate (65.8627 + 5.9443 vs. 
68.7473 + 6.8064%; P = 0.5692); conversion rate of  into viable blastocysts on D7 
(23.7181 + 4.4780 vs. 28.3952 + 4.6178%; P = 0.3082) and number of blastocysts 
produced on D7/donor (9.8636 + 1.6187 vs. 10.0869 + 1.5411; P = 0.6682).  
Pregnancy rate did not differ in recipients receiving embryos to Control Group 
compared to MPR [46,77% (29/62) vs. 51,76% (44/85); P = 0,5513]. It is concluded 
that methionine supplementation in oocyte donors does not increases efficiency in vitro 
embryo production and pregnancy rate after FTET.  
  
Keywords: Fecundity. Embryos. DNA Methylation. Cattle. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Biotécnicas como a Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF) e a 

Transferência de Embriões em Tempo Fixo (TETF), constituem ferramentas 

poderosas na multiplicação de animais geneticamente superiores, tecnologias que 

estão sendo aplicadas de maneira crescente nos últimos anos. A IATF possibilita a 

uma matriz bovina gerar 1 bezerro/ano, a TETF com embriões produzidos in vivo 

(PIVE) possibilita a matriz gerar 1 bezerro/mês e a TETF com embriões produzidos in 

vitro possibilita gerar 1 bezerro/semana. Assim quando se pretende multiplicar 

rapidamente a genética materna, reduzindo drasticamente o intervalo entre gerações, 

a TETF aliada a produção in vitro de embriões torna-se exímia em tal multiplicação. 

A PIVE envolve as etapas de maturação de oócitos in vitro (MIV), fertilização in 

vitro (FIV) e cultivo dos embriões in vitro (CIV). A eficiência das etapas de MIV e FIV 

é semelhante à obtida in vivo, entretanto a CIV é limitante, considerando que apenas 

40,8% dos oócitos cultivados tornam-se blastocistos (DALL’ACQUA et al., 2018). Além 

disso, os blastocistos gerados na PIVE ainda determinam menores taxas de prenhez 

e são menos resistentes à criopreservação quando comparados aos produzidos in 

vivo (MELLO et al., 2016). Constatou-se que embriões produzidos in vitro possuem 

alterações epigenéticas quando comparados aos embriões produzidos in vivo 

(CANOVAS et al., 2017) e que estas podem influenciar o desenvolvimento dos 

embriões e até mesmo na saúde dos mesmos após o nascimento (BOUILLON et al., 

2016).  

O desenvolvimento embrionário, particularmente no período pré-implantação, 

é altamente dependente do microambiente uterino. A nutrição materna interfere em 

tal microambiente, determinando ações diretas no oócito e do embrião. Groebner et 

al. (2011) relatam que os aminoácidos constituem um elemento nutricional essencial 

no desenvolvimento embrionário e fetal, estando presentes no fluído ovidutal, 

histotrofo e nos fluidos amnióticos e alantóicos. Segundo Burdge et al. (2007), em tal 

período pode ocorrer alterações epigenéticas no genoma oocitário e embrionário, 

como a metilação do DNA; que determinam mudanças permanentes no fenótipo do 

indivíduo. 

A suplementação com metionina, durante o desenvolvimento folicular e 

desenvolvimento embrionário até 7 dias, modifica a expressão gênica do embrião. 
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Penagaricano et al. (2013), relataram que um aumento sutil de metionina na dieta 

materna causou mudanças notáveis no transcriptoma de embriões pré-implantação. 

Tais descobertas apoiam a ideia de que a maturação, fertilização e desenvolvimento 

embrionário inicial são períodos particularmente sensíveis a mudanças na nutrição 

materna, especialmente em relação à metionina. No estudo em questão, vacas 

holandesas foram aleatoriamente designadas para um dos dois tratamentos diferindo 

no nível de metionina na dieta (Controle, 1,89% vs. 2,43% de metionina em relação a 

proteína metabolizável), desde o parto até o desenvolvimento do embrião. Esses 

embriões foram posteriormente analisados por sequenciamento de RNA. Foram 

analisados 10.662 genes e destes 276 apresentaram expressão diferencial entre os 

tratamentos, onde os genes mais significativos estavam relacionados ao 

desenvolvimento embrionário e à resposta imune. Os mesmos autores verificaram que 

embora os embriões não tenham diferido entre os grupos quanto a aparência 

morfológica, estágio de desenvolvimento e qualidade, os grupos demonstraram 

diferenças transcriptômicas significativas.  

A metionina é um aminoácido de oferta limitante para fêmeas bovinas, 

considerando que a metionina livre contida na dieta é rapidamente e quase totalmente 

degradada pelos microrganismos durante a passagem da mesma pelo rúmen. Ainda 

deve-se considerar que a metionina é um aminoácido também limitante na 

composição da proteína microbiana, considerando esta ser a principal fonte de 

proteína para os animais ruminantes.  

No intuito de aumentar a disponibilidade de metionina ao organismo, pode-se 

estrategicamente proteger a metionina da ação dos microrganismos ruminais. Assim, 

a indústria da nutrição animal desenvolveu a metionina protegida no rúmen (MPR), 

que passa pelo rúmen oferecendo dificuldades de ser disponibilizada aos 

microrganismos. Verificou-se que a suplementação oral com MPR aumenta as 

concentrações de metionina na corrente sanguínea (ORDWAY et al., 2009).  

Embora a PIVE esteja estabelecida como biotécnica, atualmente busca-se por 

melhores condições de cultivo que possam incrementar o número de embriões 

produzidos em relação ao número de CCO cultivados além de aumentar o êxito na 

porcentagem de prenhez em relação ao número de embriões transferidos.  Hansen et 

al. (2023) (dados não publicados) verificaram que oócitos coletados de doadoras 

Brahman coletados por meio de OPU submetidos a PIVE, a suplementação do meio 

de cultivo dos embriões com 1,8mM de colina promoveu após o nascimento dos 
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produtos, um aumento (P = 0,0477) no peso dos bezerros desmamados, quando o 

peso foi ajustado aos 205 dias, caracterizando um incremento no peso dos bezerros 

desmamado de 9% em relação ao grupo controle.  Na sequência, os mesmos autores 

verificaram que em vacas tratadas com MPR, oferecida via oral na dose de 15 

gramas/cabeça/dia; as concentrações plasmáticas de metionina foram aumentadas 

comparada ao grupo controle. Quando vacas foram suplementadas durante 14 dias 

com metionina protegida, oferecida via oral na dose de 15 gramas/cabeça/dia 7 dias 

antes e 7 dias após à IATF, os bezerros nascidos também tiveram maior peso ao 

desmame. No momento, especula-se que tal suplementação quando realizada em 

doadoras de oócitos poderia aumentar a produção de embriões produzidos in vitro, 

assim como a taxa de prenhez após a transferência do mesmo à receptora, além de 

modificar o padrão de metilação de oócitos e embriões favorecendo o incremento do 

peso dos bezerros nascidos à desmama.   

Vale ressaltar ainda, de acordo com Ikeda et al. (2012) em um estudo realizado 

administrando diferentes quantidades de etionina, um antagonista da metionina, no 

meio de cultivo de embriões produzidos por meio da PIVE. Os mesmos autores 

observaram que a interrurpção do metabolismo da metionina causa comprometimento 

da transição mórula para blastocisto durante o desenvolvimento pré-implantação 

bovina e além disso, pode causar a hipometilação do DNA e dessa forma, levar à 

expressão alterada de genes importantes para o desenvolvimento resultando no 

comprometimento do desenvolvimento do blastocisto. Desse modo, é possível notar 

que aminoácidos como a metionina possuem grande importância no desenvolvimento 

de blastocistos e posteriormente ao longo de toda a vida do animal.  

No presente estudo, o primeiro experimento desenvolvido tinha como objetivo 

comparar o efeito da suplementação com MPR em vacas doadoras de oócitos na taxa 

de CCOs recuperados viáveis, taxa de clivagem, taxa de blastocistos produzidos no 

D7 e taxa de conversão de CCOs em blastocistos no D7. Já o segundo experimento 

tinha como objetivo comparar o efeito da suplementação via oral com MPR em vacas 

doadoras de oócitos na taxa de prenhez. A hipótese do estudo foi que a 

suplementação com MPR em vacas doadoras de oócitos, na dose diária de 15 

gramas/doadora/dia, durante os 14 dias que antecedem a aspiração folicular (OPU), 

aumenta o número de blastocistos produzidos no D7 (D0 = dia da fertilização), a taxa 

de conversão de complexos cumulus oócitos (CCOs) em blastocisto no D7 e a taxa 

de prenhez após TETF.  
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2 HIPÓTESE 

 

Conforme a Figura 1, a hipótese é que a suplementação via oral com MPR  em 

vacas doadoras de oócitos, na dose diária de 15 gramas/doadora/dia, durante os 14 

dias que antecedem a OPU, aumenta o número de CCOs totais recuperados, número 

de CCOs viáveis recuperados, taxa de COCs recuperados viáveis, taxa de clivagem, 

taxa de conversão de CCOs em blastocistos no D7, número de blastocistos 

produzidos no D7 e a taxa de prenhez após a transferência de embrião em tempo fixo 

(TETF). 

 

Figura 1 - Modelo hipotético do estudo. A suplementação com metionina em vacas 

doadoras de oócitos, na dose diária de 15 gramas/animal/dia, fornecida via oral junto 

a uma ração concentrada durante os 14 dias que antecedem a aspiração folicular 

(OPU), aumenta o número de complexo cumulus oócito (CCOs) totais recuperados, 

número de CCOs viáveis recuperados, taxa de COCs recuperados viáveis, taxa de 

clivagem, taxa de conversão de CCOs em blastocistos no D7 e o número de 

blastocistos produzidos no D7 (Experimento 1) e a taxa de prenhez após a TETF 

(Experimento 2).  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Analisar o efeito da suplementação com MPR em vacas doadoras de oócitos 

nos diferentes aspectos reprodutivos, tanto em qualidade oocitária como embrionária. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Comparar: 

• O número de CCOs totais recuperados;  

• O número de CCOs viáveis recuperados; 

• A taxa de CCOs recuperados viáveis; 

• A taxa de clivagem; 

• A taxa de conversão de CCOs em blastocistos no D7; 

• O número de blastocistos produzidos no D7 (Experimento 1); 

• A taxa de prenhez após TETF (Experimento 2). 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1 Metilação do DNA 

 

Nos últimos anos, foi destacado os efeitos da dieta sobre o controle da 

expressão gênica (GROEBNER et al., 2011). A epigenética é definida como o estudo 

dos processos que não dependem exclusivamente da sequência de DNA, porém 

acarretam um fenótipo herdável, ou seja, processos epigenéticos são aqueles 

capazes de alterar o fenótipo sem alterar o genótipo, e que são herdáveis. Referem-

se ao controle da expressão gênica baseados na organização estrutural da cromatina 

ao invés de informações da sequência primária do DNA, pois a organização da 

cromatina exerce função chave na determinação dos padrões de expressão gênica, 

uma vez que regiões mais condensadas da cromatina são menos acessíveis à 

transcrição, ou vice-versa (CANOVAS et al., 2017).  Assim, dependendo da 

condensação da cromatina, a mesma sequência de genes pode ser 

transcricionalmente expressa ou silenciada. Desse modo, a epigenética pode ser 

considerada imprescindível para a genômica funcional, revolucionando a genética 

molecular (HAMILTON, 2011). 

As mudanças na expressão gênica causadas pelos processos epigenéticos são 

herdáveis pelo processo mitótico e ao longo das gerações. A metilação do DNA é um 

mecanismo importante para a regulação da expressão gênica e silenciamento gênico 

assim como na regulação da transcrição. A metilação do DNA depende da 

disponibilidade de doadores de metil fornecido por aminoácidos como a metionina e 

por compostos de vias metabólicas do carbono, como a colina, betaína, vitamina B12 

e ácido fólico (ANVAR et al., 2021).  

A metilação do DNA é um tipo de modificação química que pode ser adicionada 

ou removida do DNA sem alterar a sua sequência original, e que pode ser herdável. 

Conforme ilustrado na Figura 2, trata-se da adição de um grupo metil (-CH3) - ou seja, 

um átomo de carbono ligado a três átomos de hidrogênio - no carbono 5 do anel 

pirimídico de citosinas adjacentes a guaninas (dinucleotídeos CpG), transformando-a 

em 5-metil-citosina (m5Cyt). A m5Cyt foi descoberta no DNA do timo de bezerro há 

73 anos (HOTCHKISS, 1948). Segundo Maldonado et al. (2021), desde então, a 

metilação do DNA tem se mostrado uma modificação epigenética fundamental em 
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muitos processos biológicos tais como no desenvolvimento e na manutenção da 

estrutura da cromatina; na estabilidade cromossômica; na inativação do cromossomo 

X nas fêmeas; no “imprinting” genômico e desenvolvimento embrionário.   

A metilação do DNA também tem desempenhando um importante papel como 

regulador epigenético da expressão gênica. Os padrões de metilação são 

estabelecidos e mantidos nos sítios dinucleotídeos CpG (pares de Citosina-fosfato-

Guanina) pelas enzimas da família das DNA metiltransferases (DNMTs). Na 

metilação, o doador universal do grupamento metil é o cofator enzimático S-adenosil-

L-metionina (SAM). As DNMTs catalisam a transferência de um grupo metil (CH3) da 

SAM em (desoxi)citosina, produzindo a m5Cyt e S-adenosil-L-homocisteína (SAH) 

(ANVAR et al., 2021). 

 

Figura 2 - Processo de metilação do DNA. As enzimas DNA metiltransferases 

(DNMTs) catalisam a transferência de um grupo metil (-CH3) da S-adenosil-

Lmetionina (SAM) em (desoxi)citosina, produzindo S-adenosil-L-homocisteína (SAH) 

e 5-metil-citosina. 

 

Fonte: Maldonado et al. (2021). 

 

 
Conforme ilustrado na Figura 3, segundo Maldonado et al. (2021), em 

mamíferos, foram identificadas três famílias de DNMTs que correspondem a: (1) 
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DNMT1, composta pelas isoformas somática DNMT1s e oocitária DNMT1o; (2) 

DNMT2; e (3) DNMT3, composta pelas DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. No processo 

de metilação do DNA se destacam as DNMT1 e DNMT3A e 3B.  A DNMT1s é 

responsável pela manutenção dos padrões de metilação, pois no momento da 

replicação do DNA os padrões de metilação não são copiados na nova fita. Assim, 

essa enzima é responsável por manter os padrões de metilação durante os processos 

divisão celular (Figura 3A). A DNMT1o, que é específica do gameta feminino, parece 

desempenhar um papel importante na manutenção de imprinting genômico 

(mecanismo de regulação da expressão gênica no qual certos genes são expressos 

apenas por um dos alelos parentais, enquanto o outro é inativado por metilação) na 

segunda onda de desmetilação global do genoma, que ocorre após a fecundação.  As 

DNMT3A e 3B são responsáveis pelas novas metilações no DNA (metilação de novo), 

ou seja, estabelecem novos padrões de metilação (Figura 3B).  

 

Figura 3 - Modo de ação das enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) na fita de DNA 

e nas metilações. A) Manutenção do padrão de metilação após a replicação do DNA, 

onde a DNMT1 promove a metilação na fita de DNA hemimetilada (ou seja, que 

contêm metilação em apenas um dos filamentos). B) Ocorrência de metilação de novo, 

onde as enzimas DNMT3A e DNMT3B promovem metilações na dupla fita de DNA 

não metilada. 

 

Fonte: Maldonado et al. (2021). 
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A inserção do grupo metil funciona como uma barreira e pode, por exemplo, 

fazer com que fatores de transcrição (que são proteínas imprescindíveis para a 

transcrição dos genes) não se liguem a sequência do DNA, afetando a transcrição e, 

consequentemente, a expressão gênica. Em razão disso, a metilação do DNA 

geralmente está associada ao silenciamento da expressão gênica. O silenciamento dos 

genes, mediado por metilação, pode ocorrer por meio de mecanismos diretos e 

indiretos. No mecanismo direto, a metilação impede diretamente, por meio de uma 

barreira física, a ligação de fatores de transcrição ou modificam o estado de 

condensação e estrutura da cromatina, causando a inativação do gene. Já no 

mecanismo indireto, a metilação ocorre em uma região que apresenta domínios de 

ligação “Methyl- CpG-binding domain” (MBD), que se localizam ao redor de um sítio de 

regulação da transcrição e que indiretamente atraem as proteínas MBD, que por sua 

vez recrutam correpressores e histonas deacetilases (HDACs) alterando a 

configuração da cromatina ao redor do gene, causando o desligamento do mesmo 

(MALDONADO et al., 2021). A metilação do DNA é funcionalmente e mecanicamente 

ligada a outros mecanismos epigenéticos, principalmente às modificações de histonas, 

como, por exemplo, a metilação de lisina nas histonas. Especificamente, a metilação 

do DNA está correlacionada com a ausência de metilação na lisina 4 da histona 3 

(H3K4) e, em menor intensidade, correlacionada com a presença de metilação na lisina 

9 da histona 3 (H3K9). 

Em mamíferos, as marcas epigenéticas são adquiridas durante a 

gametogênese e desenvolvimento embrionário inicial, quando a desmetilação e as 

ondas de metilação estabelecem o epigenoma (WANG et al., 2012).  A aquisição da 

metilação do DNA no oócito é gradual ao longo de seu crescimento e 

desenvolvimento. Oócitos presentes no folículo primordial antes do início da 

foliculogênese são praticamente não metilados, e a metilação é adquirida à medida 

que o oócito aumenta de tamanho, principalmente nos estágios finais do 

desenvolvimento do folículo (BERNSTEIN et al., 2014). A metionina é um aminoácido 

essencial da dieta que desempenha múltiplos papéis biológicos, incluindo um 

aminoácido iniciador na síntese de proteínas eucarióticas, um precursor doador de 

metil essencial para reações de metilação (S-adenosilmetionina, SAM) e uma fonte 

de reguladores redox (cisteína e glutationa) (METAYER et al., 2008). A metionina é 

um precursor doadora de metil, o qual é usado por DNA metiltransferases (DNMTs). 
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A metilação do DNA por DNMTs é um meio fundamental para a regulação epigenética 

da expressão gênica e o desenvolvimento pré-implantação de embriões de mamíferos 

é uma etapa crítica para o estabelecimento do epigenoma e, ao mesmo tempo, é 

vulnerável a perturbações epigenéticas. Assim, a interrupção do metabolismo da 

metionina pode causar defeitos epigenéticos nos embriões e, consequentemente, 

afetar seu desenvolvimento (JAENISCHR, 2003). 

4.2 Características da Metionina 

 

Uma das exigências nutricionais dos animais ruminantes são os aminoácidos, 

sendo estes divididos basicamente em essenciais e não essenciais. Como exemplo 

de aminoácido essencial temos a metionina (GROEBNER, et al, 2011). A metionina é 

um aminoácido que contém enxofre, este normalmente encontrado em proteínas com 

a função de dar início à síntese proteica. Estruturalmente, sua cadeia lateral não 

apresenta ramificações e possui modesta discriminação entre as diferentes 

conformações, assim como polarizabilidade e versatilidade redox de seu átomo de 

enxofre. Tais propriedades fazem este aminoácido ideal para interações transientes 

proteína-proteína, fundamentais para o reconhecimento molecular (ALEDO, 2019). 

A metionina é o precursor da metilação celular e da síntese da cisteína 

(MACKAY et al. 2012). Dentre outras funções, a metionina é um antioxidante essencial 

na regulação do metabolismo celular. A metionina é facilmente oxidada a sulfóxido de 

metionina por meio de espécies reativas. A oxidação das metioninas ocorre na região 

exposta à superfície, portanto, possui a função de proteger outros resíduos 

funcionalmente essenciais de danos oxidativos (WEISSBACH et al., 2002). 

Em mamíferos, um códon Met é usado para o início da maior parte da síntese 

de proteínas, desempenhando um papel essencial em todos os aspectos das funções 

celulares (BROSNAN et al., 2007). Sabe-se que os embriões podem responder ao 

seu ambiente e que o estresse, presente durante o início do desenvolvimento 

embrionário, pode impactar em sua estrutura e função (GAD et al., 2012). Também 

está bem documentado que indivíduos originados de embriões produzidos in vitro são 

mais propensos a desenvolver doenças relacionadas à epigenética bem como 

distúrbios metabólicos. Os perfis transcriptômico e epigenético de embriões 

produzidos in vitro são alterados quando os mesmos são comparados aos embriões 

produzidos in vivo (SALILEW-WONDIM et al., 2015). 
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4.3 Uso da Metionina em Ruminantes 

 

Proteínas são nutrientes essenciais limitantes, especialmente em ruminantes 

com uma alimentação com forragens de baixa qualidade. As necessidades 

nutricionais, incluindo proteínas, são variadas de acordo com o estado fisiológico e o 

nível de produção do animal. Ruminantes possuem requerimentos especiais quanto a 

proteína degradável no rúmen (PDR) e a proteína não degradável no rúmen (PNDR). 

A maior parte das proteínas aproveitadas pelos animais ruminantes advém da 

multiplicação dos microrganismos no rúmen, esta denominada de proteína microbiana 

(KAMALAK et al., 2005), essa particularmente restrita em metionina. Os 

microrganismos do rúmen degradam rapidamente a maioria dos aminoácidos em 

amônia, ácidos orgânicos e dióxido de carbono. A amônia produzida, principal 

nutriente nitrogenado, é essencial para o crescimento bacteriano. Nos animais 

ruminantes, apenas o que escapa do processamento dos microrganismos no rúmen 

ganha a chance de ser digerido no abomaso e intestino delgado (FERREIRA, 2018). 

A proteção da proteína dietética da degradação microbiana no rúmen permite que 

aminoácidos não sofram a ação dos microrganismos no rúmen e passem isentos de 

tal processo até o intestino delgado, assim ampliando o fornecimento de aminoácidos 

absorvíveis por unidade de energia absorvível (BROSNAN et al., 2007).  

Diversos fungos, bactérias e plantas são capazes de produzir metionina a partir 

de nitrogênio orgânico ou inorgânico, carboidratos e fontes de enxofre. No entanto, os 

animais dependem de fontes externas de metionina. Vários estudos publicados 

indicaram que a metionina é o aminoácido mais limitante para animais de produção 

alimentados com dietas contendo forragens de leguminosas, silagem de milho, farelo 

de soja e grão de milho (ALI et al., 2009). A metionina no rúmen é degradada 

rapidamente e apresenta uma baixa absorção no intestino delgado. A suplementação 

na dieta com aminoácidos protegidos no rúmen, principalmente metionina e lisina, 

pode incrementar desempenho reprodutivo desses animais. Toledo et al. (2017) 

relataram que a adição diária de MPR é capaz de produzir um aumento agudo na 

metionina circulante e um incremento no percentual de proteína do leite.  

Todos os aminoácidos estão presentes como os isômeros D e L, sendo estes 

quimicamente idênticos. A L-Metionina e a D-Metionina são os principais isômeros da 

metionina. A L-Metionina constitui a forma mais comumente encontrada na natureza 

(WILLKE, 2014). A metionina protegida oferecida na forma D é absorvida, porém é 
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necessário que a mesma seja convertida no isômero L nos tecidos antes de sua 

incorporação em proteínas animais (WILLKE, 2014). A metionina e a cisteína são os 

dois aminoácidos proteinogênicos essenciais possuindo enxofre. Em animais, a 

metionina pode agir como precursor da cisteína. O maior teor de metionina, de 

aproximadamente 5%, pode ser encontrado na albumina, principalmente do ovo, 

sendo esta proteína solúvel em água.  

O conceito de proteger a metionina da degradação ruminal foi estabelecido nos 

anos 60, através de experimentos que constataram que o perfil da metionina 

absorvida em experimentos de infusão abomasal, intestinal e intravenosa não era 

consistente em ruminantes. Portanto, estudos foram realizados para o 

desenvolvimento de medidas para proteger a metionina da degradação ruminal. Tal 

proteção da metionina pode ser procedida através da proteção da metionina com 

lipídios, geralmente em mistura com materiais inorgânicos e carboidratos como 

agentes estabilizadores (CHALUPA, 1975). O uso de lipídios como principal material 

encapsulante pode apresentar a adversidade da necessidade de se desenvolver uma 

mistura de materiais e processos que tenham grande escape ruminal e liberação 

intestinal de metionina. Atualmente, o método mais eficiente de proteção da metionina 

é o revestimento superficial da mesma com polímeros sintéticos resistentes a enzimas 

e sensíveis ao pH, sendo insolúveis em compartimentos do sistema digestório de pH 

neutro como o rúmen, mas são altamente solúveis na presença de pH ácido como no 

abomaso. Este método depende das diferenças de pH entre o rúmen e o abomaso 

para a proteção ruminal da metionina e liberação intestinal da mesma. A metionina 

protegida por polímero possui maior proteção ruminal e maior coeficiente de liberação 

intestinal, em comparação com outros produtos (ROBERT et al., 2001). 

A utilização de análogos e derivados da metionina é outro mecanismo que vem 

sendo utilizado para incrementar a oferta de metionina para ruminantes. Os derivados 

de aminoácidos são aminoácidos livres aos quais foi adicionado um grupo impeditivo 

químico ao grupo a-amino, ou nos quais o grupo acilo foi manipulado. Isopropil-DL-

Met, T-butil-DL-Met, N-estearoil-DL-Met, N-oleoil-DL-Met e capril-caproil-DL-Met são 

exemplos de derivados de metionina que apresentam alguma resistência à 

degradação ruminal (LOERCH; OKE, 1989). 
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4.4 Impactos do Uso de MPR na Produção 

 

Relatou-se que a complementação da dieta dos animais com MPR pode 

determinar um aumento na ingestão de matéria seca e assim elevar os níveis de 

produção (KOENIG; RODE, 2001). Noftsger et al. (2005) verificaram que o nível de 

digestibilidade da matéria orgânica in vitro das dietas enriquecidas com MPR foram 

maiores do que nas dietas controle. No entanto, o nitrogênio bacteriano no omaso, a 

concentração de amônia e o perfil de ácidos graxos de cadeia curta do rúmen não 

foram alterados. Greenwood e Titgemeyer (2004) observaram redução nas emissões 

de nitrogênio após a suplementação da dieta com baixo teor de proteína bruta 

acrescida de MPR. Além disso, a digestibilidade, a fermentação ruminal, a proteína 

bruta microbiana e a população de Ruminococcus albus não diferiu entre dietas com 

baixo teor de proteína com ou sem metionina e dietas com alto teor de proteína.  

A metionina é um aminoácido de oferta limitante em vacas em lactação, 

verificou-se que a suplementação com MPR apresentou um efeito positivo na síntese 

de proteínas do leite (ORDWAY et al., 2009). Zanton et al. (2014) observaram que a 

suplementação de metionina promoveu um aumento significativo na produção e 

concentracão de proteína no leite. Tais resultados foram também observados em 

outros estudos (SCHWAB et al., 2003; SOCHA et al., 2005) demonstrando a ativa 

ação da metionina na síntese proteica. 

Misciattelli et al. (2003) e Rulquin et al. (2006) verificaram que a suplementação 

de vacas leiteiras com MPR resultou em elevação nos teores de gordura e proteína 

do leite. A alimentação de vacas leiteiras com altos níveis de MPR também aumentou 

o uso de nitrogênio na produção de leite. Assim, o uso de MPR levou a máxima 

eficiência de nitrogênio que consequentemente resultou em maior produção de leite 

com alto teor de proteína. 

A suplementação da MPR ao feno aumentou tanto a retenção de nitrogênio 

quanto a digestão do mesmo e diminuiu a excreção diária de nitrogênio na urina em 

novilhos de corte. Um estudo realizado por Chung et al. (2006) mostrou que dietas à 

base de concentrado de feno de alfafa suplementadas com uma mistura de 0,52% de 

MPR forneceram níveis ótimos deste composto aos microrganismos ruminais e 

melhoraram a fermentação ruminal e a absorção intestinal de aminoácidos protegidos.  
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4.5 Impactos do Uso de MPR na Reprodução 

 

Em dietas deficientes em metionina, antes e durante os primeiros seis dias após 

a concepção promovem mudanças substanciais na prole, como elevada pressão 

arterial, resistência à insulina e resposta imune alterada (PEÑAGARICANO et al., 

2013). O mesmo autor levantou a hipótese que mudanças sutis na disponibilidade de 

metionina poderiam produzir efeitos epigenéticos, trazendo mudanças no blastocisto 

inicial e levando a mudanças na expressão gênica em seu sétimo dia de 

desenvolvimento. O desenvolvimento embrionário, particularmente no período pré-

implantação, é altamente dependente do microambiente uterino, que por sua vez pode 

promover alterações epigenéticas no genoma fetal, como a metilação do DNA, assim 

determinando mudanças permanentes no fenótipo dos indivíduos (BURDGE et al., 

2007). Há evidências crescentes de que a nutrição materna pode alterar as marcas 

epigenéticas do genoma fetal, como a metilação do DNA. De fato, essa ligação entre 

nutrição materna e subsequente modificação do epigenoma fetal, incluindo mudanças 

na expressão gênica, é um dos mecanismos moleculares propostos para explicar o 

fenômeno da programação fetal. 

A produção de embriões in vivo assim como por fertilização in vitro ilustra 

importância do ambiente celular para seu desenvolvimento adequado. A competência 

dos embriões pode ser influenciada por receptores, características bioquímicas, 

moleculares e ultraestruturais no meio de cultivo durante o período de 

desenvolvimento embrionário, uma vez que é possível alterar sua capacidade de 

sobreviver à criopreservação (RIZOS et al., 2002). 

Estudos estabeleceram claramente que a dieta materna possui um efeito 

transgeracional na prole por meio de modificações epigenéticas. Por exemplo, um 

estudo em ovelhas relatou que a alimentação com dietas ricas em grupos metil 

aumentou a metilação e alterou a expressão dos genes IGF2R e H19 em tecidos fetais 

em comparação com dietas de grupo de baixo teor de metil. Tais genes estão 

relacionados à embriogênese e ao crescimento fetal (LAN et al., 2013).  

Reduções relevantes na disponibilidade de vitamina B12, folato e o aminoácido 

metionina da dieta materna no período periconcepção causa modificações 

epigenéticas generalizadas no genoma associadas ao aumento da adiposidade, 

resistência à insulina, função imunológica alterada e pressão alta na prole em idade 

adulta. Um estudo que restringiu doadores de metila através da restrição de metionina, 
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vitamina B12 e folato durante os primeiros 6 dias após a concepção, demonstrou que 

embriões com aparência normal no dia 6 após a concepção podem produzir indivíduos 

com diferenças substanciais na fisiologia subsequente (SINCLAIR et al., 2007). 

Um elemento nutricional essencial na reprodução em vacas são os 

aminoácidos, os quais estão concentrados no oviduto, histotrofo e nos fluidos 

aminióticos e alantóicos, determinando um papel importante no desenvolvimento 

embrionário e fetal (GROEBNER et al., 2011). Um aminoácido essencial que pode ser 

potencialmente limitante para a reprodução em vacas é a metionina. Em mamíferos, 

um códon Met é usado para o início da maior parte da síntese de proteínas, 

desempenhando um papel essencial em todos os aspectos das funções celulares 

(BROSNAN et al., 2007). 

Tal importância nutricional do microambiente para desenvolvimento 

embrionário satisfatório pode também ser evidenciada in vitro.  Em bovinos, a 

proporção de embriões cultivados que se desenvolvem até o estágio de blastocisto é 

afetada pela composição de aminoácidos do meio de cultura, sendo a metionina um 

aminoácido importante para o desenvolvimento e sobrevivência embrionário. Uma vez 

que é transportada para um ou mais compartimentos celulares do embrião bovino pré-

implantação, além de servir como precursor de polipeptídeos, a metionina 

desempenha papéis na regulação da tradução, metilação do DNA e equilíbrio 

antioxidante (KURAN et al., 2002). As concentrações de metionina em fêmeas bovinas 

são em média de 32-49 μMol/L no fluído ovidutal, 31-46 μMol/L no líquido uterino e 

16-35 μMol/L no plasma sanguíneo (HUGENTOBLER et al., 2007). No entanto, no 

intuito de melhorar a sobrevivência do embrião, o aumento da concentração de 

metionina acima dessas concentrações, através da suplementação na dieta com MPR 

tende a aumentar a fertilidade (ARDALAN et al., 2009). 

Vários estudos associaram as concentrações de metionina com o 

desenvolvimento embrionário inicial ideal. Um estudo recente in vivo demonstrou que 

a alimentação com MPR em vacas de leite em lactação produziu alterações 

dramáticas na expressão gênica em embriões, geralmente diminuindo as 

concentrações de mRNA em embriões no estágio inicial de desenvolvimento 

(PENAGARICANO et al., 2013). 
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4.6 Influência da Metionina no Desenvolvimento Embrionário 

 

Estratégias têm sido usadas para melhorar o desempenho reprodutivo de vacas 

leiteiras por meio de alteração do estado nutricional (SANTOS et al., 2001; SANTOS 

et al., 2008). Em outras espécies, suplementação dietética com aminoácidos 

específicos como por exemplo, arginina, glutamina, leucina, glicina e metionina 

tiveram efeitos benéficos sobre o embrião e sobrevivência fetal através da regulação 

de vias metabólicas de sinalização essenciais (WANG et al., 2013).  

Estudos em ovelhas (GAO et al., 2018; BROSNAN et al., 2007) e bovinos 

(GROEBNER et al., 2011) demonstraram que a metionina está concentrada nos 

fluidos uterinos e embrionários, sugerindo um que a metionina uterina está 

relacionada com o desenvolvimento embrionário normal e sua sobrevivência. Embora 

não comprometa a competência de um embrião para se tornar um blastocisto, baixas 

concentrações de metionina, entre 7 e 14 μM/l, reduzem a proporção de blastocistos 

classificados como avançados em desenvolvimento, ou seja, que se expandiram ou 

estavam eclodindo ou eclodiram da zona pelúcida. Como a expansão e a eclosão 

envolvem um aumento no tamanho da blastocele, é possível que a metionina seja 

importante na regulação do volume da blastocele. Tal papel poderia ser exercido 

através da conversão de metionina em S-adenosilmetionina, que é produzida 

exclusivamente a partir de metionina e pode servir como doador de metil para causar 

metilação de lipídios de membrana e aumentar a atividade da bomba Na-K ATPase 

(MURIEL, 1993). 

Acosta et al. (2016) realizaram um estudo para determinar os efeitos da MPR 

e da colina protegida no rúmen no desenvolvimento, metilação do DNA e acúmulo de 

lipídios em embriões pré-implantação de vacas Holandesas. A suplementação de 

metionina na dieta aumentou o acúmulo de lipídios nos embriões, mas diminuiu a 

metilação de DNA quando as vacas receberam metionina durante o período de 

transição. Isto ocorreu porque a suplementação com metionina estimula a depuração 

de triacilglicerol do fígado através da ação de lipoproteínas de densidade muito baixa 

e então ocorre um aumento de ácidos graxos na corrente sanguínea.  

Tais achados corroboram com resultados de análise gência realizada por 

Penagaricano et al. (2013) em que relataram os 30 genes mais significativos em 

embriões pré-implantação que apresentaram expressão diferencial entre o grupo não 

suplementado e o grupo suplementado com metionina. Houve a maior expressão de 
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dois genes nas vacas suplementadas, estando estes envolvidos no transporte e 

metabolismo de lipídios, incluindo colesterol, e permitem a ligação de lipídios a 

organelas. Outro achado interessante de Penagaricano et al. (2013) foi que a 

expressão de vários genes em embriões pré-implantação (VIM, IFI6, BCL2A1, TBX15) 

foram reduzidos em vacas suplementadas com metionina. No entanto, Bonilla et al. 

(2010) trabalhando com embriões produzidos in vitro, relataram que a metilação global 

do DNA não foi afetada pela disponibilidade de metionina, sugerindo que a metionina 

extracelular não é necessária para a metilação do DNA no período pré-implantação. 

Além disso, a síntese de proteínas permanece baixa ao longo do desenvolvimento 

inicial e não aumenta substancialmente até o estágio de desenvolvimento de 

blastocisto. Bonilla et al. (2010) também evidenciaram que a concentração de 

metionina no meio de cultura de embriões melhorou o desenvolvimento embrionário, 

porém o desenvolvimento ideal foi alcançado em concentrações de metionina 

menores do que as concentrações de metionina tipicamente observadas no trato 

reprodutivo, sugerindo que a utilização de metionina é baixa durante o 

desenvolvimento pré-implantação. 

A suplementação de metionina durante o desenvolvimento folicular e no início 

do desenvolvimento embrionário, até o dia 7 modifica a expressão gênica do embrião 

inicial. Penagaricano et al. (2013) relataram que embriões, em ambos os tratamentos 

(suplementação de metionina ou não), embora apresentassem aparência morfológica 

similar e tenham recebido a mesma avaliação para estágio de desenvolvimento e 

qualidade do embrião (blastocisto expandido com excelente qualidade), apresentaram 

diferenças transcriptômicas significativas. Na verdade, mesmo em embriões com 

morfologia semelhante, foram encontradas diferenças notáveis nos perfis de 

expressão gênica. 

 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todas as práticas envolvendo os animais foram realizadas de acordo com os 

Princípios Éticos da Experimentação Animal, aprovadas pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas 

da UNESP de Dracena (Protocolo nº 11/2021), São Paulo, Brasil.  
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5.1 Experimento 1  

5.1.1 Local do experimento  

O experimento foi conduzido com as doadoras de oócitos alojadas na Fazenda 

Central Senepol, localizada no município de Vera Cruz, estado de São Paulo, Brasil, 

onde ocorreu os tratamentos e as aspirações foliculares. Os embriões foram 

produzidos in vitro no Laboratório de Fertilização In Vitro Central Senepol, sediado no 

município de Marília, São Paulo, Brasil.   

 

5.1.2 Animais  

 

Foram utilizadas vacas doadoras de oócitos da raça Senepol (Bos taurus 

taurus), não prenhes e sem bezerro ao pé, com média de idade de 7 anos (variando 

de 4 a 10 anos), com um histórico prévio de fertilidade de no mínimo três anos 

consecutivos, reconhecido pelo Laboratório de Fertilização In Vitro Central Senepol, 

especialmente como boas doadoras de oócitos na produção in vitro de embriões 

(quantidade de oócitos, clivagem e conversão em embriões). As doadoras utilizadas 

neste estudo foram selecionadas dentro de um plantel total de 120 doadoras de 

oócitos mantidas na Central Senepol. Foram realizadas quatro repetições 

experimentais que contabilizaram, ao término do experimento, 26 doadoras por grupo 

de tratamento. Antes do início do experimento o sistema reprodutivo das doadoras foi 

avaliado por ultrassonografia transretal. Somente doadoras com anormalidades 

ausentes no sistema reprodutivo foram incluídas neste estudo. As doadoras foram 

mantidas a pasto (Brachiaria sp.) com acesso a suplemento mineral e água ad libitum. 

 

5.1.3 Delineamento experimental  

 

Para a formação dos dois grupos experimentais, trabalhados a cada repetição, 

as doadoras foram divididas equitativamente segundo idade, peso, ECC e capacidade 

média no número de oócitos obtidos a cada OPU (este parâmetro foi baseado em 

histórico prévio).  As vacas doadoras de oócitos foram randomicamente divididas em 

dois grupos: não suplementadas com MPR (CON; n=26) e suplementadas com MPR 

(MPR; n= 26) constituindo um delineamento “crossover”, conforme ilustrado na Figura 

4, para tanto foi realizado um total de seis repetições. Os embriões produzidos no 
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Experimento 1 foram congelados para as análises por RNAseq. Os embriões 

excedentes, produzidos por 6 doadoras de cada grupo experimental foram 

transferidos às receptoras por TETF, constituindo uma das repetições do experimento 

2 (Item 5.2.3).  

 

Figura 4 - Delineamento do Experimento 1. Doadoras de oócitos da raça Senepol, 

foram suplementadas ou não com MPR durante os 14 dias que antecederam a 

aspiração folicular (D0 ao D14; D0 = primeiro dia de suplementação com metionina), 

com um total de 26 animais por grupo, em um delineamento “crossover”, divididos em 

seis repetições; no D8 as doadoras receberam 0,5mg de PGF2 e 2mg de benzoato 

de estradiol (BE) ambos via intramuscular; amostras de sangue foram coletadas no 

D-1, D7 e D14; a aspiração folicular (OPU) foi realizada no D14 e os oócitos foram 

submetidos ao processo de produção in vitro de embriões até o 7o dia após a 

fertilização (D7). 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.1.4 Sincronização da onda de crescimento folicular nas doadoras de oócitos  

 

Em ambos os experimentos, oito dias após o início da suplementação (D8; D0 

= primeiro dia de suplementação), ou seja, seis dias antes da OPU, as doadoras de 

oócitos receberam 0,5mg de PGF2 (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2mg de benzoato de 

estradiol (RIC-BE- Tecnopec), ambos administrados por via intramuscular. O 

benzoato de estradiol objetivou sincronizar a onda de crescimento folicular em todas 

as fêmeas, e a PGF2 possibilitou que a nova onda de crecimento ocorressse na 

presença de altas concentrações de progesterona, condição que favorece o 

crescimento folicular.  

 

5.1.5 Tratamentos in vivo  

 

Conforme ilustrado nas Figura 4, as doadoras de ambos os grupos de 

tratamento, 14 dias antes da OPU foram suplementadas individualmente com 1,0 Kg 

de ração (Tabela 1) adicionada da dose diária de 15 gramas de metionina/animal 

(MPR; n=26) ou não (CON; n=26). A metionina (Smartamine M - Adisseo Brasil) foi 

fornecida uma vez ao dia, pela manhã (8:00 horas), durante os 14 dias que 

antecederam a aspiração folicular (D0 ao D14). O suplemento foi administrado em 

cochos de forma a disponibilizar 33 cm lineares/animal. O fornecimento da ração 

adicionada ou não de metionina foi realizada em cochos individualizados e sempre no 

mesmo horário, com o controle individual da ingestão diária de cada doadora. Os 

piquetes, como o mesmo tipo e padrão de crescimento de pasto foram alternados 

entre os grupos para que houvesse a eliminação do efeito do ambiente. Os animais 

de cada grupo foram intercalados em piquetes com características de produção 

semelhantes, permanecendo três dias em cada piquete, com o objetivo de reduzir ao 

máximo o efeito da pastagem. 
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Tabela 1 - Composição da ração concentrada – níveis de garantia. Produzida por: 

Cooperativa Agropecuária de Pedrinhas Paulista – SP.  

Composição Volume 

Umidade (máx) 130 g/Kg 

Proteína bruta (mín) 160 g/Kg 

Extrato etéreo (mín) 30 g/Kg 

Matéria fibrosa (máx) 75 g/Kg 

Matéria mineral (máx) 65 g/Kg 

Cálcio (mín) 10 g/Kg 

Cálcio (máx) 12 g/Kg 

FDA (máx) 100 g/Kg 

Fósforo (mín) 4600 mg/Kg 

Cobre (mín) 7,3 mg/Kg 

Cobalto (mín) 0,12 mg/Kg 

Ferro (mín) 8,3 mg/Kg 

Iodo (mín) 0,4 mg/Kg 

Manganês (mín) 18 mg/Kg 

Selênio (mín) 0,3 mg/Kg 

Sódio (mín) 1980 mg/Kg 

Zinco (mín) 53 mg/Kg 

Vitamina A (mín) 2000 UI/Kg 

Vitamina D3 (mín) 600 UI/Kg 

Vitamina E (mín) 16 UI/Kg 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Composição básica do produto: Milho integral moído; Farelo de soja; Farelo de trigo; Farelo de algodão; 

Amygold®; Sorgo; Uréia pecuária; Calcario calcítrico; Fosfato bicálcico; Cloreto de sódio (sal comum); 

Iodato de cálcio; Selenito de sódio; Sulfato de cobalto; Sulfato de cobre; Sulfato de mangânes; Sulfato 

de zinco; Sulfato de ferro; Vitamina A; Vitamina D3; Vitamina E; Aditivo sensorial.  

 

5.1.6 Coleta de sangue  

 

Conforme ilustrado na Figura 4, amostras de sangue foram coletadas por 

venopunção da veia coccígena no D-1, D7 e D14 (D0 = dia do início da 

suplementação). O sangue foi coletado utilizando-se agulha de calibre 21G x 1” (BD 

Vacutainer®, REF 360212), e foi dispensado em um tubo de vidro de 8 mL com vácuo 

(Vacutainer; Labor Import, São Paulo, SP, Brasil) contendo ácido tetracético 

etilenediamine de sódio com sal tripotássico de EDTA (EDTA K3). Imediatamente 

após a coleta, o sangue foi delicadamente homogeneizado com a solução de EDTA e 

acondicionado em gelo até a centrifugação. Posteriormente, o sangue foi centrifugado 

(Centrífuga Marca Fanem, Modelo 206/1) a 2.250 × g por 10 minutos a 4oC. Após este 

procedimento, o plasma foi transferido para microtubos e acondicionado a -20ºC 
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devidamente identificado. Três alíquotas de plasma de 1 mL de cada amostra foram 

adequadamente identificadas e armazenadas a -80oC. As concentrações plasmáticas 

de metionina serão avaliadas por espectrometria de massas na University of Florida,  

 

5.1.7 Aspiração folicular in vivo guiada por ultrassom 

 

Imediatamente antes da aspiração folicular, foi procedida à aplicação de 0,1 g 

de lidocaína injetável (Lidovet®, Laboratório Bravet Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 

no espaço intervertebral, administrado pela via peridural. Em seguida, foi realizada a 

avaliação da população folicular ovariana (contagem e mensuração da população 

folicular) com o auxílio de um aparelho de ultrassonografia (Mindray, DP2200), com 

transdutor de aspiração (Mindray, modelo 65C15EAV). Após as fêmeas realizarem a 

ingestão da última suplementação, todos os folículos maiores do que 5 mm 

visualizados nos ovários foram puncionados para obtenção dos COCs. Para tanto, foi 

utilizado um cateter (Jelco) 18G acoplado à sonda convexa transvaginal, com bomba 

de sucção a vácuo, 100 mmHg/min (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., 

Cravinhos, SP, Brasil, modelo BV 003), produzindo um fluxo de 15 mL/min. O 

conteúdo folicular foi recuperado a partir de um circuito de Teflon (WTA Watanabe 

Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, SP, Brasil), de 2 mm de diâmetro interno e 80 

cm de comprimento, ligando a agulha a um tubo plástico de 50 mL, contendo 2 mL de 

meio constituído de Tampão fosfato de Dulbecco-salino (DPBS) com temperatura 

entre 35 e 37ºC. O material coletado contido no tubo foi depositado em um microfiltro 

de 50 mL de coleta de embriões, com tela de nylon de 100 micras (TED, Cravinhos - 

SP) e lavado com DPBS. Todas as aspirações foram realizadas por um único 

veterinário. Considerando o delineamento “crossover”, 30 dias após a OPU de cada 

repetição um novo tratamento foi iniciado, onde as doadoras anteriormente do CON 

passaram a MPR, e as doadoras anteriormente do MPR passaram a CON. Após a 

seleção dos oócitos, 5 oócitos de classicação grau II e grau III de cada vaca foram 

desnudados com auxílio de Tripsina e pipetagem. Essas células do cumulus foram 

congeladas assim como os seus núcleos para posterior avaliação de expressão 

gênica e metilação do DNA.  

 

http://www.abbreviationfinder.org/pt/acronyms/dpbs_dulbeccos-phosphate-buffered-saline.html
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5.1.8 Coleta de fluído folicular  

 

Conforme ilustrado na Figura 4, no Experimento 1, no D14 imediatamente após 

a aspiração folicular, o fluído folicular de cada doadora de oócitos foi centrifugado em 

tubo de 15 mL logo após a coleta durante 10 minutos a 2.250 g. Após centrifugação, 

com auxílio de uma pipeta foi retirado 1,5 mL de pellet e 1,5 mL de sobrenadante e 

posteriormente armazenado em criotubos a -20oC, para posterior mensuração das 

concentrações de metionina no fluído folicular pela técnica de espectrometria de 

massas. Todos os tubos foram identificados (vaca #, amostra #, data). As 

concentrações de metionina no fluído folicular serão avaliadas por espectrometria de 

massas na University of Florida,  

 

5.1.9 Identificação dos CCOs 

 

Os CCOs recuperados no filtro foram transferidos para placas de poliestireno 

100 x 20 mm (Corning Incorporated, NY, USA), contendo DPBS suplementado com 

1% de SFB e avaliados através de microscópio estereoscópico. Os oócitos foram 

classificados segundo Lonergan (1994) em cinco grupos de qualidade, onde grau I = 

células do cumulus compacto presente, contendo mais de três camadas de células; 

grau II = células do cumulus compacto parcialmente presente em volta do oócito ou 

rodeando completamente o oócito, com menos de três camadas celulares; grau III = 

células do cumulus presente, com apenas uma camada de célula; Desnudo = 

ausência de camada de células do cumulus e Atrésicos = células do cumulus em 

regressão celular, cumulus expandido com células escuras e em grumos, e complexo 

cumulus oocitário escuro e irregular. Após classificação, os oócitos graus I, II, III com 

citoplasma homogêneo foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 (TCM-

199 suplementado com 22 µg/mL de piruvato, 20mM de HEPES, 5mM de Bicarbonato 

de sódio e 50µg/mL de amicacina). Posteriormente foram lavados uma vez em meio 

de maturação B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato, 

suplementado com 22 µg/mL de piruvato, 50 µg/mL de gentamicina, 0,5 µg de 

FSH/mL, 50 µg de LH/mL e 1 µg de estradiol/mL e com 10% SFB, antes de serem 

transferidos para o cultivo de maturação. Todos os meios de cultivo utilizados neste 

estudo foram produzidos pelo Laboratório Origem (Origem Embriões in vitro, Uberaba-
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MG, Brasil). Tal procedimento, ao longo de todo o período experimental, foi realizado 

por um único veterinário. 

 

5.1.10 Maturação in vitro dos oócitos  

 

Após a aspiração dos folículos, os oócitos foram identificados e classificados 

em graus I, II, III, desnudo e atrésico. Após a classificação foram transferidos para 

tubos de 5 mL contendo 400 µL de meio de maturação coberto com 320 µL de óleo 

mineral (Marca Fujifilm Irvine Scientific), os quais foram gaseificados com mistura 

gasosa com 5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2 por 15 segundos antes de seu 

fechamento com rolhas de silicone bem vedadas e imediatamente colocados em 

transportadores de oócitos (WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, 

SP, Brasil, modelo TO 15-020) à 38ºC. Assim que os oócitos chegaram ao laboratório, 

as tampas de silicone dos tubos foram retiradas e apenas mantido tampas de plástico 

sem vedação completa dos tubos, já que os mesmos foram transportados para a 

incubadora 38,8 ºC, com 5% de CO2 em ar e com máxima umidade. O tempo total de 

maturação foi de 22 a 24 horas, desde o momento em que foram colocados nos tubos 

contendo meio de maturação até o momento em que foram transportados para a 

incubadora no laboratório. Os oócitos foram maturados em meio em meio de 

maturação B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato, 

suplementado com 22 µg/mL de piruvato, 50 µg/mL de gentamicina, 0,5 µg de 

FSH/mL, 50 µg de LH/mL e 1 µg de estradiol/mL e com 10% SFB. 

 

5.1.11 Fertilização in vitro  

 

Após o período de maturação, os oócitos foram submetidos à fecundação in 

vitro, em microgotas de 70 µL de meio TALP-FIV suplementado com 4 µl/mL solução 

PHE (1µM hipotaurina, 2µM penicilamina e 0,25µM epinefrina), 10 µg/mL heparina, 22 

µg/mL de piruvato, 50 µg/mL de amicacina e 6mg/mL BSA livre ácidos graxos. Os 

CCOs foram lavados em meio TALP-FIV. Foram utilizados 5 touros diferentes da raça 

Senepol (fertilidade in vitro previamente comprovada) para o processo de fertilização 

in vitro, onde os touros foram divididos equitativamente entre ambos os grupos de 

tratamento. As palhetas de sêmen foram descongeladas a 35 ºC, durante 30 segundos 
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e seu conteúdo centrifugado á 5000 rpm por 5 minutos em gradiente de Percoll (45 e 

90%) para obtenção dos espermatozóides móveis. Em seguida, foram centrifugados 

em meio FIV, por 3 minutos a 5000 rpm, para remoção do diluidor e do plasma 

seminal. A concentração espermática foi de 2 x 106 espermatozóides vivos/ml e os 

oócitos foram transferidos para as microgotas (de 20 a 23 oócitos/gota) contendo os 

espermatozoides, onde permaneceram sob incubação em atmosfera com 5% de CO2 

em ar a 38,8 ºC, por um período de 18 a 20 horas. 

 

5.1.12 Cultivo de embriões in vitro  

 

Após o processo de MIV e FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus 

removidas parcialmente, onde permaneceram poucas monocamadas de células da 

granulosa; e foram cultivados in vitro em meio SOF (“synthetic oviduct fluid”) 

suplementado com 22µg/mL de piruvato, 6mg/ml BSA livre ácidos graxos, 50 µg/mL 

de amicacina e 2% SFB. Decorridas 72 horas pós-inseminação-hpi (D3; D0 = dia da 

fertilização) foi verificada a taxa de clivagem. Os oócitos não clivados foram retirados 

do meio e em seguida procedeu-se a renovação com 50% do meio de cultivo novo 

caracterizando o primeiro “feeding”. Foi realizado um segundo “feeding” no D6. O 

estádio de desenvolvimento embrionário, incluindo a classificação de mórulas, 

blastocistos iniciais, blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos foi 

avaliado de acordo com Lindner e Wright (1983) no sétimo dia após a fertilização (D7). 

A qualidade dos embriões, em graus I, II oi III; foi avaliada segundo Kennedy et al. 

(1983). Os embriões permaneceram incubados em atmosfera com 5% de CO2 em ar, 

a 38,8 ºC.  Todo o processo de PIV, incluindo MIV, FIV e CIV foi realizado por uma 

única técnica laboratorial. Ao final do cultivo, para cada doadora, 5 embriões 

constituíram um “pool” e foram congelados a -80ºC para posterior avaliação da 

expressão genênica e metilação do DNA pela técnica de RNAseq. 

 

5.1.13 Análise estatística  

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o programa SAS (versão 

9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) considerando a doadora como unidade 

experimental. As variáveis dependentes contínuas (número de CCOs totais 
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recuperados; taxa de CCOs recuperados viáveis; taxa de clivagem; taxa de conversão 

de CCOs em blastocistos no D7 e número de blastocistos produzidos no D7) foram 

avaliadas quanto à normalidade dos resíduos pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando os 

dados não seguiram a distribuição normal, estes foram transformados em 

logaritmo, ranqueamento ou raiz quadrada. Os dados foram analisados por ANOVA 

usando o PROC MIXED considerando os efeitos fixos de grupo de tratamento (MPR 

ou controle) e replicata; e a doadora e o touro, como efeitos aleatórios no 

modelo. Os resultados serão apresentados com média ± erro padrão da média (EPM) 

não transformados. Em todas as análises considerou-se um nível de significância de 

5% (P ≤ 0,05). 

 

5.2 Experimento 2 

5.2.1 Local do experimento  

 

O experimento foi conduzido com as doadoras de oócitos alojadas na Fazenda 

Central Senepol, localizada no município de Vera Cruz, estado de São Paulo, Brasil. 

Após a suplementação das doadoras com metionina e a coleta dos oócitos na referida 

fazenda, o processo de PIVE foi realizado no Laboratório de Fertilização In Vitro 

Central Senepol, sediado no município de Marília, estado de São Paulo, Brasil. As 

receptoras de embriões, assim com a TETF foi conduzida em fazendas, localizadas 

em Marília – SP e Campo Mourão - PR, no período compreendido entre janeiro e junho 

de 2023.  

 

5.2.2 Animais  

 

Foram utilizadas 19 fêmeas doadoras de oócitos da raça Senepol, não prenhes 

e sem bezerro ao pé, com média de idade de 7 anos (variando de 4 a 10 anos) e um 

histórico prévio de fertilidade reconhecido, especialmente como boas doadoras de 

oócitos na produção in vitro de embriões. Antes do início do estudo, as fêmeas 

doadoras de oócitos foram clinicamente examinadas quanto a normalidade do sistema 

reprodutivo, por ultrassonografia transretal. Somente fêmeas com anormalidades 

ausentes no sistema reprodutivo foram incluídas neste estudo. Os animais foram 

mantidos à pasto e recebiam água ad libitum.  As receptoras de embriões (n = 147) 



41 

 

eram vacas, meio sangue (F1) provenientes do cruzamento de matrizes Nelore com 

Red Angus, Aberdeen Angus, Bradford e Senepol; sem bezerro ao pé (eram vacas 

solteiras), com ECC de 3,5 a 4; na escala de 1 a 5. As receptoras foram mantidas a 

pasto (Brachiaria Brizantha) com acesso a suplemento mineral e água ad libitum. 

 

5.2.3 Delineamento experimental  

 

As vacas doadoras 14 dias antes da OPU foram suplementadas 

individualmente com 1,0 Kg de ração (Tabela 1) adicionada de 15 gramas de 

metionina/animal/dia (MPR; n=19) ou não (CON; n=19), em cochos individualizados e 

sempre no mesmo horário (8:00 horas), conforme ilustrado na Figura 5. Os embriões 

excedentes, produzidos por 6 doadoras de cada grupo experimental pertencente a 

experimento 1 foram transferidos às receptoras por TETF, constituindo parte do 

experimento 2. Além destes, foram feitas mais duas repetições de OPU, constituindo 

também um delineamento experimental “crossover”, onde em cada repetição foram 

utilizadas 15 vacas, entretanto, apenas 13 doadoras produziram embriões em cada 

grupo.  Assim, cada grupo experimental totalizou 19 doadoras por grupo, provenientes 

de quatro repetições. Houve uma produção total de 147 embriões, sendo 85 embriões 

provenientes de doadoras tratadas com MPR (MPR; n = 85) e 62 provenientes de 

doadoras não tratadas com MPR (CON; n = 62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

Figura 5 - Delineamento do Experimento 2. Doadoras de oócitos da raça Senepol, 

foram suplementadas  ou não com MPR durante os 14 dias que antecederam a 

aspiração folicular (D0 ao D14; D0 = primeiro dia de suplementação com metionina), 

com um total de 19 animais por grupo, em um delineamento “crossover”, divididos em 

quatro repetições; no D8 as doadoras receberam 0,5mg de PGF2 e 2mg de benzoato 

de estradiol (BE) ambos via intramuscular; a aspiração folicular (OPU) foi realizada no 

D14 e os oócitos foram submetidos ao processo de produção in vitro de embriões até 

o 7o dia após a fertilização (D7)  blastocistos no D7 (n=147) advindos de doadoras 

tratadas com metionina (MPR; n = 85 embriões) ou não tratados (CON; n = 62 

embriões) foram transferidos às receptoras por TETF. 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.2.4 Sincronização da onda de crescimento folicular nas doadoras de oócitos 

 

Em ambos os experimentos, oito dias após o início da suplementação (D8; D0 

= primeiro dia de suplementação), ou seja, seis dias antes da OPU, as doadoras de 

oócitos receberam 0,5mg de PGF2 (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2mg de benzoato de 

estradiol (RIC-BE- Tecnopec), ambos administrados por via intramuscular. O 

benzoato de estradiol objetivou sincronizar a onda de crescimento folicular em todas 

as fêmeas, e a PGF2 possibilitou que a nova onda de crecimento ocorressse na 

presença de altas concentrações de progesterona, condição que favorece o 

crescimento folicular.  
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5.2.5 Aspiração folicular in vivo guiada por ultrassom 

 

Imediatamente antes da OPU foi procedida à aplicação de 0,1 g de lidocaína 

injetável (Lidovet®, Laboratório Bravet Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no espaço 

intervertebral, administrado pela via peridural. Em seguida, foi realizada a avaliação 

da população folicular ovariana (contagem e mensuração da população folicular) com 

o auxílio de um aparelho de ultrassonografia (Mindray, DP2200), com transdutor de 

aspiração (Mindray, modelo 65C15EAV). Após as fêmeas realizarem a ingestão da 

última suplementação, todos os folículos maiores do que cinco mm visualizados nos 

ovários foram puncionados para obtenção dos COCs. Para tanto, foi utilizado um 

cateter (Jelco) 18G acoplado à sonda convexa transvaginal, com bomba de sucção a 

vácuo, 100 mmHg/min (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP, 

Brasil, modelo BV 003), produzindo um fluxo de 15 mL/min. O conteúdo folicular foi 

recuperado a partir de um circuito de Teflon (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada 

Ltda, Cravinhos, SP, Brasil), de 2 mm de diâmetro interno e 80 cm de comprimento, 

ligando a agulha a um tubo plástico de 50 mL, contendo 2 mL de meio constituído de 

Tampão fosfato de Dulbecco-salino (DPBS) com temperatura entre 35 e 37 ºC. O 

material coletado contido no tubo foi depositado em um microfiltro de 50 mL de coleta 

de embriões, com tela de nylon de 100 micras (TED, Cravinhos - SP) e lavado com 

DPBS. Todas as aspirações foram realizadas por um único veterinário. Considerando 

o delineamento “crossover”, 30 dias após a OPU de cada repetição um novo 

tratamento foi iniciado, onde as doadoras anteriormente do Grupo CON passaram a 

Grupo MPR, e as doadoras anteriormente do Grupo MPR passaram a Grupo CON.  

 

5.2.6 Identificação dos CCOs 

 

Os CCOs recuperados no filtro foram transferidos para placas de poliestireno 

100 x 20 mm (Corning Incorporated, NY, USA), contendo DPBS suplementado com 

1% de SFB e avaliados através de microscópio estereoscópico. Os oócitos foram 

classificados segundo Lonergan (1994) em cinco grupos de qualidade, onde grau I = 

células do cumulus compacto presente, contendo mais de três camadas de células; 

grau II = células do cumulus compacto parcialmente presente em volta do oócito ou 

rodeando completamente o oócito, com menos de três camadas celulares; grau III = 

http://www.abbreviationfinder.org/pt/acronyms/dpbs_dulbeccos-phosphate-buffered-saline.html
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células do cumulus presente, com apenas uma camada de célula; Desnudo = 

ausência de camada de células do cumulus e Atrésicos = células do cumulus em 

regressão celular, cumulus expandido com células escuras e em grumos, e complexo 

cumulus oocitário escuro e irregular. Após classificação, os oócitos graus I, II, III com 

citoplasma homogêneo foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 (TCM-

199 suplementado com 22 µg/mL de piruvato, 20mM de HEPES, 5mM de Bicarbonato 

de sódio e 50µg/mL de amicacina). Posteriormente foram lavados uma vez em meio 

de maturação B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato, 

suplementado com 22 µg/mL de piruvato, 50 µg/mL de gentamicina, 0,5 µg de 

FSH/mL, 50 µg de LH/mL e 1 µg de estradiol/mL e com 10% SFB, antes de serem 

transferidos para o cultivo de maturação. Todos os meios de cultivo utilizados neste 

estudo foram produzidos pelo Laboratório Origem (Origem Embriões in vitro, Uberaba-

MG, Brasil). Tal procedimento, ao longo de todo o período experimental, foi realizado 

por um único veterinário nos diferentes dias.  

 

5.2.7 Maturação in vitro dos oócitos 

 

Após a aspiração dos folículos, os oócitos foram identificados e classificados 

em graus I, II, III, desnudo e atrésico. Após a classificação foram transferidos para 

tubos de 5 mL contendo 400 µL de meio de maturação coberto com 320 µL de óleo 

mineral (Marca Fujifilm Irvine Scientific), os quais foram gaseificados com mistura 

gasosa com 5% de O2, 5% de CO2 completando com nitrogênio por 15 segundos 

antes de seu fechamento com rolhas de silicone bem vedadas e imediatamente 

colocados em transportadores de oócitos (WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, 

Cravinhos, SP, Brasil, modelo TO 15-020) à 38ºC. Assim que os oócitos chegaram ao 

laboratório, as tampas de silicone dos tubos foram retiradas e apenas mantido tampas 

de plástico sem vedação completa dos tubos, já que os mesmos foram transportados 

para a incubadora 38,8 ºC, com 5% de CO2 em ar e com máxima umidade. O tempo 

total de maturação foi de 22 a 24 horas, desde o momento em que foram colocados 

nos tubos contendo meio de maturação até o momento em que foram transportados 

para a incubadora no laboratório. Os oócitos foram maturados em meio em meio de 

maturação B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato, 
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suplementado com 22 µg/mL de piruvato, 50 µg/mL de gentamicina, 0,5 µg de 

FSH/mL, 50 µg de LH/mL e 1 µg de estradiol/mL e com 10% SFB. 

 

5.2.8 Fertilização in vitro  

 

Após o período de maturação, os oócitos foram submetidos à fecundação in 

vitro, em microgotas de 70 µL de meio TALP-FIV suplementado com 4 µl/mL solução 

PHE (1µM hipotaurina, 2µM penicilamina e 0,25µM epinefrina), 10 µg/mL heparina, 22 

µg/mL de piruvato, 50 µg/mL de amicacina e 6mg/mL BSA livre ácidos graxos. Os 

CCOs foram lavados em meio TALP-FIV. Foram utilizados 4 touros diferentes da raça 

Senepol (fertilidade in vitro previamente comprovada) para o processo de fertilização 

in vitro que foi dividido equitativamente entre ambos os grupos.  As palhetas de sêmen 

foram descongeladas a 35 ºC, durante 30 segundos e seu conteúdo centrifugado á 

5000 rpm por 5 minutos em gradiente de Percoll (45 e 90%) para obtenção dos 

espermatozóides móveis. Em seguida, foram centrifugados em meio FIV, por 3 

minutos a 5000 rpm, para remoção do diluidor e do plasma seminal. A concentração 

espermática foi de 2 x 106 espermatozóides vivos/ml e os oócitos foram transferidos 

para as microgotas (de 20 a 23 oócitos/gota) contendo os espermatozoides, onde 

permaneceram sob incubação em atmosfera com 5% de CO2 em ar a 38,8 ºC, por um 

período de 18 a 20 horas. 

 

5.2.9 Cultivo de embriões in vitro  

 

Após o processo de MIV e FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus 

removidas parcialmente, onde permaneceram poucas monocamadas de células da 

granulosa; e foram cultivados in vitro em meio SOF (“synthetic oviduct fluid”) 

suplementado com 22µg/mL de piruvato, 6mg/ml BSA livre ácidos graxos, 50 µg/mL 

de amicacina e 2% SFB. Decorridas 72 horas pós-inseminação-hpi (D3), foi verificada 

a taxa de clivagem. Os oócitos não clivados, ou seja, aqueles oócitos que não foram 

fertilizados e que não continuaram seu desenvolvimento embrionário e se 

degeneraram após a fertilização foram retirados, e o meio de cultivo foi renovado 

(feeding). Foi realizado um segundo “feeding” 144 hpi (D6). O estádio de 

desenvolvimento embrionário, incluindo a classificação de mórulas, blastocistos 
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iniciais, blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos foi avaliado de 

acordo com Lindner e Wright (1983), nos dias seis e sete após a fertilização. A 

qualidade dos embriões foi avaliada segundo Kennedy et al. (1983). Os embriões 

permaneceram incubados em atmosfera com 5% de CO2 em ar, a 38,8 ºC. Os 

embriões em estágio de blastocistos em D7 foram envasados em meio SOF 

adicionado de 20 mM de HEPES, 5% de SFB e 4 mg/ml de BSA livre de ácidos graxos, 

previamente aquecido à 38°C e então estes embriões selecionados de qualidade I 

(excelente) e II (bom) foram envasados em palhetas finas de 0,25 (IMV Technologies). 

Após o envase, os embriões já previamente identificados foram colocados no 

transportador de embriões à uma temperatura de 38°C e encaminhados até a 

Fazenda para transferência em vacas receptoras previamente preparadas. Após a 

palpação retal feita pelo médico veterinário, onde foi identifcado o ovário que possuía 

o corpo lúteo ativo, o embrião foi inovulado com auxílio de um inovulador na ponta 

distal do corno uterino ipsilateral ao ovário com corpo lúteo.  

 

5.2.10 Protocolo de sincronização da ovulação nas receptoras  

 

As receptoras foram submetidas à exame ginecológico e somente aquelas que 

estavam ciclando (não se encontravam em anestro) foram utilizadas. Apara a 

sincronização sas ovulações as receptoras receberam 2mg benzoato de estradiol 

(RIC-BE- Tecnopec) via IM, associado a inserção de dispositivo intravaginal contendo 

1 grama de progesterona (PRIMER). Após 8 dias foi realizada a remoção do 

dispositivo de P4 e aplicação 0,5mg de PGF2 (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2mg de 

benzoato de estradiol (RIC-BE- Tecnopec), ambos via IM.  

 

5.2.11 Transferência de embriões em tempo fixo (TETF) 

 

Conforme representado na Figura 5, no Experimento 2, após a produção dos 

embriões, os blastocistos com 7 dias de desenvolvimento (D0 = dia da FIV) foram 

transferidos às receptoras. As receptoras foram previamente avaliadas por 

ultrassonografia a apenas fêmeas ovuladas com um corpo lúteo condizente com o D7 

(D0 = dia da ovulação) receberam os embriões. O embrião no D7 foi via transcervical 
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inserido na porção mais cranial possível ao corno uterino ipsilateral ao corpo lúteo. As 

TETF foram realizadas por um único médico veterinário. As TETFs foram realizadas 

em duas repetições, onde os embriões eram provenientes de doadoras de oócitos 

suplementadas com metionina (MPR; n = 85) ou não (CON; n = 62). 

 

5.2.12 Diagnóstico de prenhez 

 

O diagnóstico de prenhez foi realizado aos 23 dias após a TETF, ou seja, aos 

30 de prenhez, pelo uso de ultrassonografia transretal (Aloka, modelo SSD-500, 

Berger Distribuidora Aloka para Brasil), onde na presença de vesícula amniótica 

contendo o feto as fêmeas foram classificadas com prenhas; e na ausência de tais 

estruturas como não prenhas. A taxa de prenhez (número de fêmeas prenhas / 

número de fêmeas submetidas à TETF x 100) foi determinada para cada grupo de 

tratamento.   

 

5.2.13 Análise estatística 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o programa SAS 

(versão 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Para a variável taxa de prenhez foi 

utilizado o PROC GLIMMIX usando uma distribuição binomial, considerando o 

tratamento (metionina ou controle) como efeito fixo, e a doadora, touro e fazenda, 

como efeitos aleatórios. Em todas as análises considerou-se um nível de significância 

de 5% (P ≤ 0,05). 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Experimento 1. Conforme ilustrado na Tabela 2, não foi observada diferença 

entre os grupos para as variáveis estudadas. 
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Tabela 2 - Experimento 1. Média + erro padrão do número CCOs 

recuperados/doadora, número de CCOs totais recuperados viáveis 

recuperados/doadora, taxa de CCOs recuperados viáveis (%); taxa de clivagem (%), 

taxa de conversão de CCOs em blastocistos no D7 (%) e número de blastocistos 

produzidos no D7/doadora; provenientes de doadoras de oócitos da raça Senepol não 

suplementadas (Grupo Controle; n = 26) ou suplementadas com 15g/animal/dia de 

MPR (Grupo Metionina; n = 26) via oral, durante os 14 dias que antecederam a 

aspiração folicular.  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

1Número de CCOs recuperados por doadora com a aspiração folicular; 2Número de CCOs recuperados 

viáveis (Graus I, II e III) por doadora com a aspiração folicular; 3(Número de CCOs viáveis / número de 

CCOs totais recuperado s) x 100; 4(Número de CCOs clivados/ número de CCOs submetidos à 

fertilização in vitro) x 100; 5Número de blastocisto no D7 Graus I e II / número de CCOs colocados na 

fertilização) x 100; 6Número de blastocistos produzidos no D7 por doadora aspirada.  

 

 

Variáveis 

 

Grupo Controle 

 

Grupo Metionina 

 

Valor de P 

 

Número de CCOs totais recuperados/doadora1 

 

34,6842 + 3,2687 

 

34,7894 + 3,6197 

 

0,6690 

 

Número de CCOs viáveis 

recuperados/doadora2 

 

29,2105 + 3,5930 

 

29,6315 + 3,5992 

 

0,7514 

 

Taxa de CCOs recuperados viáveis (%)3 

 

72,2659 + 5,2779 

 

70,4465 + 6,0910 

 

0,6908 

 

Taxa de Clivagem (%)4 

 

65,8627 + 5,9443 

 

68,7473 + 6,8064 

 

0,5692 

 

Taxa de conversão de CCOs em blastocistos 

                                      no D7 (%)5 

 

23,7181 + 4,4780 

 

28,3952 + 4,6178 

 

0,3082 

 

Número de blastocistos produzidos no 

D7/doadora6 

 

9,8636 + 1,6187 

 

10,0869 + 1,5411 

 

0,6682 
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Experimento 2. Conforme ilustrado na Figura 6, a taxa de prenhez não diferiu 

em receptoras que receberam embriões do Grupo CON comparado ao MPR [46,77% 

(29/62) vs. 51,76% (44/85) respectivamente; P = 0,5513]. 

 

Figura 6 - Taxa de prenhez (número de receptoras prenhas / número de receptoras que 

receberam um embrião X 100) aos 23 dias após a TETF em receptoras (n=147) que 

receberam embriões produzidos in vitro oriundos de doadoras suplementadas com 

metionina (MPR; n= 85 embriões) ou não (CON; n= 62). 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Na Figura 7, estão sumarizados os resultados referentes a comparação das 

diferentes variáveis entre os dois tratamentos. Não foi observada diferença entre os 

grupos para todas as variáveis estudadas em ambos os experimentos.  

Figura 7 - Sumarização dos resultados obtidos nos experimentos 1 e 2.   

 
   

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Como visto nos resultados do Experimento 1, não houve diferença significativa 

entre CON e MPR em relação a todas às variáveis avaliadas. Liu et al. (2021) avaliaram 

o efeito da suplementação com de 3,7 gramas/cabeça/dia de MPR em vacas mestiças, 

fornecida 30 dias antes e 90 dias após o início da estação reprodutiva. Os autores 

verificaram que a suplementação com MPR alterou significativamente os padrões de 

coexpressão gênica na prole, e que algumas dessas mudanças foram mediadas por 

alterações na metilação do DNA.  No presente estudo, apesar de não ter sido 

encontrada diferenças significativas na produção in vitro de embriões espera-se, com 

as análises que estão sendo realizadas por RNAseq, que sejam observadas diferenças 

notáveis no padrão de metilação dos embriões quando compararmos o Grupo MPR 

com o Grupo CON. Penagaricano et al. (2013) relataram que um aumento sutil de 

metionina na dieta materna causou mudanças notáveis no transcriptoma de embriões 

pré-implantação. Tais descobertas apoiam a ideia de que a maturação, fertilização e 

pré-implantação do oócito, assim como o desenvolvimento embrionário são períodos 

particularmente sensíveis a mudanças na nutrição materna. Penagaricano et al. (2013) 

observaram que embriões suplementados ou não com MPR não diferiram na aparência 

morfológica, e que embora os embriões de ambos os grupos tenham recebido a mesma 

avaliação para estágio de desenvolvimento e qualidade do embrião (blastocisto 

expandido com excelente qualidade), houveram diferenças transcriptômicas 

significativas. Na verdade, embriões morfologicamente semelhantes apresentaram 

diferenças notáveis nos perfis de expressão gênica. 

De acordo com Penagaricano et al. (2013), a nutrição materna no período peri-

concepcional, com metionina ou lisina, promove alterações no transcriptoma do 

embrião após avaliação do RNA-seq. Neste estudo, de um total de 10.662 avaliados, 

observou-se 276 genes expressos diferencialmente, destes vários estavam 

relacionados ao desenvolvimento embrionário e a resposta imune. O experimento 

consistia no tratamento de vacas Holandesas com níveis diferentes de metionina, 

sendo um grupo suplementado com 2,4% de MPR e o segundo grupo com 1,9% de 

metionina está não protegida no rúmen.  As fêmeas foram submetidas à um protocolo 

de superovulação, para que produzissem embriões in vivo, para posterior transferência 

em fêmeas receptoras. Após protocolo de superovulação, as fêmeas passaram por 

duas inseminações. Os embriões obtidos eram de qualidade excelente e boa. A 

suplementação da doadora com metionina à 2,4% de MPR promoveu alterações no 
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transcriptoma de alguns genes, onde observou-se um aumento da metilação do DNA 

de forma a determinar na prole, melhorias no sistema imunológico até a vida adulta da 

referida prole.  

Importante ressaltar que de acordo com Bonilla et al. (2010), em um estudo 

adicionando diferentes níveis de metionina no meio de cultivo de embrião, onde foi 

realizado dois experimentos sendo um utilizando níveis de 0, 35, 50, 100, 200 ou 400 

mol/l de metionina no meio e o segundo utilizando 0, 7, 14, 21, 28 ou 35 mol/l de 

metionina no meio de cultivo. Os mesmos autores observaram que em ambos os 

experimentos a porcentagem de oócitos que se desenvolveram até blastocisto foi 

menor no grupo controle. A produção de blastocisto foi maior para as concentrações 

de 35 e 400 mol/l de metionina no experimento 1 e também para embriões cultivados 

com 7 e 35 mol/l de metionina no experimento 2. No entanto, a proporção de 

blastocistos expandidos ou eclodidos foi reduzida em concentrações mais baixas de 

metionina no segundo experimento (7 e 14 mol/l de metionina). Os autores concluíram 

que a necessidade de metionina pré-implantação está entre 14 e 21 mol/l e que essas 

concentrações são menores ou semelhantes às encontradas no trato reprodutivo, 

dessa forma sugerindo que a deficiência de metionina não seria uma causa comum de 

mortalidade embrionária. Já no presente estudo, apenas as doadoras foram 

suplementadas com a metionina, isto é, obtivemos modificações apenas a nível de 

oócito. Diferentemente do trabalho de Bonilla et al. (2010), onde os embriões foram 

cultivados com meio enriquecido de metionina, no trabalho em questão os embriões 

não foram submetidos à nenhum tipo de tratamento. Sabe-se que a metionina promove 

a metilação no embrião.   

Do mesmo modo, no Experimento 2, não houve diferença significativa na taxa 

de prenhez das receptoras que receberam embriões produzidos de doadoras de 

oócitos suplementadas ou não com metionina. Em um estudo realizado por Diaza et al. 

(2022, dados ainda não publicados), 114 vacas multíparas Angus e Brangus (Brahman 

x Angus) foram divididas em dois grupos para receberem 1 kg de ração/animal/dia com 

a adição 15 gramas de MPR/animal/dia, durante 14 dias, durante o período de 7 dias 

antes da IATF e 7 dias após a IATF. Os autores observaram uma taxa de prenhez de 

55% nas vacas suplementadas com MPR e 50% nas não suplementadas, no 

diagnóstico realizado 30 dias após a IATF. Em nosso estudo, a taxa de prenhez não 

foi incrementada em embriões produzidos a partir de oócitos provenientes de doadoras 
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suplementadas com MPR. Importante ressaltar novamente que em nosso estudo 

apenas as doadoras foram suplementadas, enquanto os embriões e as receptoras não 

passaram por nenhum tipo de tratamento, diferentemente do trabalho de Diaza et al. 

(2022), onde a suplementação foi fornecida para a fêmea que não só fornece o oócito 

como também mantém a prenhez.  

 

7 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a suplementação com metionina em doadoras de oócitos não 

aumenta eficiência na produção in vitro de embriões e a taxa de prenhez após TETF. 
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