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GUARDIEIRO, M.M. Viabilidade pés criopreservacao de embribes de
novilhas Nelore suplementadas com gordura protegida ruminal. Botucatu,
2009. 100p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta superovulatéria, a
producdo embrionaria e a resisténcia a criopreservagao através de congelacao
ou vitrificacdo de embrides de novilhas Nelore suplementadas com gordura
protegida ruminal (Megalac-E®). Foram utilizadas 40 novilhas da raca Nelore
mantidas a pasto, divididas em dois grupos experimentais de acordo com o tipo
de suplementacao fornecido (G = concentrado com gordura protegida ruminal e
C = suplementacao controle, sem adicdo de gordura). Os suplementos foram
formulados para serem isoenergéticos e isoprotéicos. O delineamento foi do
tipo cross-over com 67 (primeira repeticdo) e 70 d (segunda repeticdo) de
duracdo. Apos 50 d de suplementacao dietética, foi realizada a sincronizacéo
da emergéncia da onda para iniciar o protocolo de superovulacdo. Os embrides
colhidos foram congelados ou vitrificados e avaliacdo de desenvolvimento
embrionério in vitro foi realizada posteriormente. Ndo houve diferenca (P >
0,10) entre os Grupos G e C em relacdo a resposta superestimulatéria, ao
namero total de estruturas, embribes congelaveis, degenerados e ovocitos ndo
fecundados colhidos. Apesar do grupo C ter mostrado maior reposta
superovulatéria que o G (15,7 £ 1,2 vs 18,0 + 1,3 CL; P = 0,06), os embrides do
Grupo C apresentaram maior taxa de ecloséo, independentemente do método
de criopreservacéao, as 48 h (33,1 + 4,0%; n =148 vs 17,3 + 3,3%; n = 137; P =
0,009) e as 72 h (44,3 £ 4,2%; n = 148 vs 30,9 + 4,0%; n = 137; P = 0,04) de
cultivo do que os do grupo G. Além disso, os embribes vitrificados e
congelados apresentaram taxas similares de ecloséo (P > 0,10). Nas condi¢des
do presente estudo, o suplemento composto com gordura protegida nao afetou
a resposta superestimulatoria e a producdo de embrides, e os embrides do

Grupo Controle foram mais tolerantes a criopreservacgao.

Palavras-chave: Bovino, acidos graxos, superovulagdo, embrido,

criotolerancia.



GUARDIEIRO, M.M. Post cryopreservation viability of embryos from
Nellore heifers supplemented with rumen-protected fat. Botucatu, 2009.
100p. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of the current study was to evaluate the superovulatory response and
embryo production, as well as embryo resistance to cryopreservation through
freezing or vitrification of embryos from Nellore heifers supplemented with
rumen-protected fat, Megalac-E®. Forty heifers kept in pasture were randomly
divided into two experimental groups according to supplement source (G =
supplement with rumen-protected fat and C = Control, without fat
supplementation). The supplements were formulated to be isocaloric and
isoproteic. Each female underwent both treatments in a cross-over design with
approximately 67 d (first replicate) and 70 d (second replicate). After 50 d of
feeding, the emergence of the wave was synchronized with the aid of hormones
to iniciate the superovulation protocol. The embryos recovered were frozen or
vitrified and subsequently in vitro embryo development evaluation was
accomplished. There was no difference between G and C groups (P > 0.10)
regarding superstimulatory response, number of total embryos/ova, viable
embryos, degenerate embryos, or unfertilized oocytes recovered. However,
group C had a greater superovulatory response than G (15.7 + 1.2 vs 18.0 £ 1.3
CL; P =0.06). Group C embryos presented greater hatching rate, independently
of the cryopreservation method, at 48 h (33.1 £ 4.0%; n = 148 vs 17.3 £ 3.3%; n
=137; P =0.009) and at 72 h (44.3 £ 4.2%; n = 148 vs 30.9 + 4.0%; n = 137; P
= 0.04) of in vitro culture. Moreover, vitrified and frozen embryos had similar
hatching rate (P > 0.10). Under the conditions of the present study,
supplementation with protected fat did not affect superstimulatory response,
quantity or quality of embryos. However embryos from the Control group were

more tolerant to cryopreservation.

Keywords: Bovine, fatty acids, superovulation, embryo, cryotolerance.



1. INTRODUCAO

A pecuaria brasileira possui uma demanda crescente de animais de
elevado mérito genético, o que tem impulsionado o uso de técnicas avancadas
de biotecnologia, notadamente aquelas associadas a reproducdo animal, tais
como a superovulacao (SOV) e transferéncia de embrides (TE). Atualmente, o
Brasil € um dos paises que mais geram produtos utilizando esta biotecnologia,
porém com resultados muito variaveis e aquém do ideal.

A nutricdo esta entre os fatores que mais afetam a desempenho
reprodutivo de fémeas bovinas. Por isso, animais de elevado mérito genético
gue sao utilizados como doadoras de embries devem estar sob um manejo
nutricional adequado.

A suplementacdo de gordura é uma pratica comum para aumentar a
densidade energética da dieta. Além de fornecer calorias, a gordura possui
efeito direto na reproducdo através do tipo de &cido graxo presente
(FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004).

A suplementacdo de energia é bastante utilizada em gado de leite,
principalmente pelo seu papel no aumento da densidade energética da dieta.
Porém, devido as diferencas na ingestdo de matéria seca e no nivel de
producdo de leite, os resultados das pesquisas com gado de leite ndo séo
necessariamente aplicaveis aos animais para producdo de carne (ARM &
HAMMER, s. d.; FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004).

Os componentes das membranas celulares como os &cidos graxos
poliinsaturados podem ser manipulados através da nutricdo das doadoras de
embrides (SEIDEL, 2006). Neste sentido, a inclusdo de gordura protegida na
dieta pode ser uma possiblidade para melhorar a tolerancia a baixas
temperaturas de embrides produzidos in vivo. Além disso, devem-se procurar
alternativas para incrementar os resultados dos processos de criopreservacao
de embrides de fémeas zebuinas com consequente incremento de opg¢des para
disseminacdo do material genético de doadoras de embrides de interesse

comercial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producdo in vivo de embrides bovinos

Dados mundiais demonstram que cerca de 800.000 embrides bovinos
sdo produzidos por ano, sendo que o Brasil representa do total da producéo
mundial, 17,6% e 48,5% de embrides produzidos in vivo e in vitro,
respectivamente (dados de 2005, MAPLETOFT, 2006; VIANA & CAMARGO,
2007). O uso de biotecnologias como a TE tem sido disseminado no Brasil,
especialmente na raca Nelore, cujos exemplares excedem 90 milhdes, devido a
resisténcia ao estresse caldrico e a parasitas (MONTEIRO et al., 2009). Deste
modo, a técnica de mdultiplas ovulacdes e a transferéncia de embrides sao
ferramentas utilizadas com o intuito de melhorar e multiplicar a genética de
fémeas Bos indicus (BARROS & NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al., 2001).

As racas zebuinas sdo consideradas mais sensiveis aos tratamentos
com gonadotrofinas, inclusive por possuirem maior numero de foliculos
recrutados do que fémeas Bos taurus taurus (BARUSELLI et al., 2001). Através
da adequacdo de protocolos superestimulatorios, como o controle da
emergéncia da onda folicular, inducéo da ovulacao e doses de FSH adequadas
para os zebuinos, facilitou-se o manejo destes animais e aumentou a eficiéncia
dos programas de transferéncia de embrides (BARUSELLI et al., 2001; BO et
al., 2008).

A producédo in vivo de embrides através da SOV é uma biotécnica
reprodutiva comumente denominada TE e consiste na estimulagdo hormonal
dos ovérios (superovulagdo ou inducédo de ovulagdes multiplas) de uma fémea,
doadora, para induzir o desenvolvimento e a maturacdo de varios foliculos
simultaneamente (SARTORI et al., 2009). Apés deteccéo de estro ou inducéo
de ovulacdo através da aplicacdo exdégena de hormdnio, a vaca ou novilha
recebe monta natural ou inseminacéo artificial (1A) e, seis a oito dias apoés, 0s
embribes sdo colhidos atravées de lavagem uterina e imediatamente
criopreservados ou transferidos para receptoras (SARTORI et al., 2009).
Portanto, o objetivo dos protocolos de superestimulacdo € obter o numero
maximo de embrides transferiveis com alta probabilidade de produzirem
prenhezes (MAPLETOFT, 2006).



O aumento do numero de bezerros obtidos de doadoras com alto valor
geneético proporcionado pelo uso desta técnica permite a dissemina¢cdo mundial
de genética (BARUSELLI et al.,, 2001), podendo obter rapida expansdo de
determinados genes. Na pesquisa cientifica, esta técnica também possui sua
aplicacdo, sendo usada para responder questfes de fisiologia basica e para
melhorar os protocolos de TE (MAPLETOFT, 2006).

Na SOV, se busca a estimulacdo e a ovulacdo de um maior numero
possivel de foliculos de uma mesma onda de crescimento folicular, através da
aplicacdo de hormdnios (MAPLETOFT, 2006). O numero de ovulagbes e a
eficiéncia da colheita de embrides séo dependentes da quantidade de FSH
utilizada. Com a elevacdo das doses deste horménio, a ovulagcdo também
aumenta até que o platé seja alcancado. Entretanto, o uso de altas doses de
FSH deprime as taxas de colheita, através da inibicdo do pico de LH (hormonio
luteinizane) e ovulacdo (SCHERZER et al.,, 2008). A dose de FSH exdgeno
utilizado varia conforme o produto (laboratorio), a categoria, o estado
fisiologico, o escore de condigcédo corporal (ECC), a raca e a individualidade da
doadora, sendo que para as racas zebuinas se utiliza uma dose menor
(aproximadamente 50% a menos) do que para as taurinas e as novilhas
necessitam de doses menores do que as vacas (BARUSELLI et al., 2006;
SARTORI et al., 2009).

A variacdo no numero de foliculos ovulados esta associada ao numero
de foliculos com didmetro > 2 mm no inicio da superestimulacdo ovariana,
predizendo a resposta superestimulatoria. Animais que possuem baixa
resposta em determinada colheita embrionaria continuam apresentando-a nos
proximos tratamentos hormonais (MAPLETOFT, 2006; SCHERZER et al.,
2008). Em geral, a taxa de colheita, ou seja, 0 numero de embrides colhidos
em relacdo ao numero de corpos luteos (CLs) é de 60 a 70% (SARTORI et al.,
2009), mas depende do procedimento de colheita, do meio utilizado e da
habilidade do técnico.

Os resultados de SOV ainda variam muito entre as doadoras, 0 que esta
relacionado ao horménio utilizado, a sua dose e pureza, a raca, a nutricao e,
notoriamente, a variacdo individual dos animais (SCHERZER et al., 2008;
SARTORI et al., 2009). Cerca de 25% das fémeas escolhidas como doadoras

ndo produzem nenhum embrido transferivel em resposta a SOV, 25%



respondem muito bem (= 10 embrides viaveis) e as demais, 50% respondem
de maneira intermediaria. Uma boa parcela do grupo de doadoras que néao
respondem, pode produzir embrides se adequando os protocolos conforme a
individualidade da cada doadora (SARTORI et al., 2009).

Os fatores de variabilidade de resposta a SOV mais importantes séo
ligados ao animal e ambiente, principalmente, ao estado nutricional, historico
reprodutivo, idade, época do ano, raca e estado ovariano no momento do
tratamento hormonal (MAPLETOFT, 2006). Repostas superovulatorias
inconsistentes tém sido associadas a assincronia entre a maturacao folicular e
ovocitaria, ocasionando falhas na fecundacdo. Adicionalmente, o perfil
esteirodogénico nos foliculos durante o periodo pré-ovulatério resulta em
ovulacbes prematuras durante o tratamento com FSH; podendo originar CLs
prematuros que secretam baixos niveis de progesterona ho momento do estro,
inibindo o pico de LH e as ovulagdes (BARROS & NOGUEIRA, 2001).
Entretanto isto pode ser evitado através do uso de dispositivos de progesterona
no protocolo superovulatorio. Além disso, ha indicios de comprometimento do
transporte espermatico e captura dos ovocitos pelas fimbrias da tuba uterina ao
se utilizar protocolos hormonais.

Apesar dos avangos no conhecimento da fisiologia reprodutiva e na
purificacdo dos hormonios utilizados atualmente na SOV, em termos gerais, 0S
resultados de producdo embrionaria ndo diferem muito daqueles obtidos 20
anos atras (HASLER, 2006). Esta realidade é o reflexo de baixos resultados
obtidos com embrides criopreservados, diminuindo a chance de disseminar o
material genético de animais de alto valor. Neste sentido h& necessidade da
otimizacdo de técnicas de criopreservacdo que venham atender a demanda da

producdo de embrides in vivo.

2.2 Criopreservagao de embrides bovinos

Da totalidade dos embrides obtidos pela transferéncia convencional no
Brasil (81.114 embrides), 12% séo criopreservados pelo método de congelacéo
lenta (dados de 2006, VIANA & CAMARGO, 2007). Entretanto, dados de

embrides vitrificados sdo escassos, pelo fato do baixo niumero de embrides



vitrificados transferidos a campo e por nao se relatar a transferéncia destes
embrides, pelos técnicos.

O cenario mundial apresenta predominio de transferéncias realizadas a
fresco, sendo porcentagens maiores que 80% para embrides produzidos in vivo
e acima de 95% para embrides oriundos da producao in vitro. Tal fato se deve
principalmente aos resultados insatisfatérios obtidos de embriBes zebuinos
congelados convencionalmente, diferindo de embrides taurinos (VIANA &
CAMARGO, 2007).

Embrides de Nelore apresentam alteragbes significativas durante o
processo de criopreservacao. Visintin et al. (2002) relataram a presenca de
sinais de degeneracdo e morte de células embrionarias em embrides
vitrificados ou congelados, ao serem comparados com embrides frescos. Além
disso, durante a rapida congelagéo e vitrificagdo, os embrides provenientes de
vacas holandesas exibiram melhores caracteristicas morfolégicas do que
embrides de Nelore (VISINTIN et al., 2002). Estes resultados concordam com
Zanenga (1993) que mostrou comportamento homogéneo durante o processo
de congelacdo para embrides Bos taurus. Por outro lado, embrides Bos indicus
variaram sua qualidade apos descongelacao, resultando em menores taxas de
prenhez. Apesar disso, Lopatarova et al. (2002) comentam que a
criopreservacdo de embrides tem sido um método utilizado na transferéncia
comercial, principalmente pelo fato das taxas de sobrevivéncia serem proximas
as dos embrides frescos. Ha, inclusive, relatos de taxas de prenhez de 40 a
55% para embrides transferidos pés-vitrificacdo (LAZAR et al., 2000; MASSIP,
2001), entretanto estes trabalhos utilizaram um namero baixo de animais.

A criopreservagao simplifica o transporte e comercializagdo de material
genético; reduz os custos com o processo de aquisicdo de animais, diminui os
riscos de doencas; evita a perda de animais durante o transporte (GUIGNOT et
al., 2006); alivia o problema da disponibilizacdo de receptoras, através da
criopreservacao dos embrides colhidos excedentes ao numero de receptoras e
facilita a formacdo de bancos de germoplasma para preservar determinadas
espécies ou ragas (SILVA & METELO, 2005).

O método de criopreservacdo de embrides de mamiferos foi
desenvolvido durante a década de 70 para camundongos e bovinos. Desde

entdo, testes sao realizados para criopreservar embrides de diversas espécies



e racas, bem como de diferentes estagios de desenvolvimento e para aqueles
considerados mais sensiveis como o0s produzidos in vitro, clonados ou
biopsiados (MASSIP, 2001).

As baixas temperaturas utilizadas na preservacao de embrides tém a
finalidade de manter o metabolismo celular em estado de quiescéncia,
consequentemente, a atividade enzimatica intracelular envolvida no
metabolismo e respiracdo celular é estagnada, permitindo a conservacao de
células e tecidos por tempo indeterminado (GREEN, 2007).

O principio fundamental da criopreservagdo se baseia na necessidade
de remocdo maxima de &gua das células antes da congelagdo, evitando a
formacdo de grandes cristais de gelo que resultam em diversos danos
intracelulares. O crioprotetor permeavel (baixo peso molecular) promove esta
desidratacdo das células embrionérias através da diminuicdo do ponto de
solidificagéo e a formagao de gelo extracelular se inicia entre -5°C e -15°C,
porém as células continuam descongeladas e super resfriadas. O gelo
extracelular formado provoca aumento da concentracdo de solutos fora do
embrido. Deste modo, as células se desidratam até que as concentracdes
totais de solutos dentro e fora estejam em equilibrio, o qual é atingido quando o
embrido retorna ao seu volume anterior em meio isotonico (PALASZ &
MAPLETOFT, 1996; GREEN, 2007).

Os crioprotetores permitem que o ponto de congelacdo do meio seja
abaixado do ponto de congelacdo da agua. Deste modo, em temperaturas
menores que -20°C, as solugcdes podem sofrer um super-resfriamento, sem a
formacdo de gelo, impedindo a desidratacdo celular adequada. Com isso,
grandes cristais de gelo podem se formar intra e extracelularmente. Neste
sentido, a inducao de cristalizacéo (“seeding”) € necessaria e realizada entre -
5°C e -7°C para evitar a formacdo de gelo pré-congelacdo (PALASZ &
MAPLETOFT, 1996; GREEN, 2007).

Os agentes crioprotetores podem ser classificados em: de baixo peso
molecular (PM) e permeaveis; de baixo PM e néo permeaveis e de alto PM e
nao permeaveis. Os permeaveis de baixo PM sdo solutos organicos capazes
de atravessar a membrana plasmatica, conferindo protecdo das organelas,
durante o resfriamento e descongelacdo (BEGIN et al., 2003). Além disso, por

substituirem osmoticamente a agua intracelular nas células embrionérias, antes



da congelacao, reduzem as alteracbes de volume e formacéo de cristais de
gelo intracelulares. Esta habilidade de atingir o meio intracelular esta ligada ao
baixo PM do crioprotetor. Os mais comumente utilizados sdao metanol (PM:
32,0), etilenoglicol (EG, PM: 62,1), 1,2 propanadiol (PM: 76,1), dimetilsulféxido
(DMSO, PM: 78,1), 2,3 butanadiol (PM: 90,1), glicerol (PM: 92,1) e outros
alcoois (PALASZ & MAPLETOFT, 1996).

Os crioprotetores extracelulares, sejam os de baixo (galactose, PM:
180,2; glicose, PM: 181,1; sucrose, PM: 342,3; trealose, PM: 378,3 e outros
acucares) ou de alto PM (> 50000 daltons, como polivinilpirrolidona, PVP;
alcool polivinil, dentre outros polimeros) sdo macromoléculas e aglcares nao
permedveis cujas funcbes sdo reduzir a formacdo de gelo, facilitar a
desidratacdo das células antes da congelacdo, proteger a integridade da
membrana celular e auxilar na reidratagéo celular (PALASZ & MAPLETOFT,
1996; MASSIP, 2001).

A concentracdo e a composicdo do crioprotetor, e o procedimento de
descongelacdo sao fatores que influenciam na sobrevivéncia dos embrides
(SILVA & METELO, 2005). Além disso, a eficiéncia da protecao celular pode
ser aumentada, durante a congelacgaol/vitrificacdo, através da combinacdo de
crioprotetores de baixo PM permeaveis e ndo permeaveis, pelo fato deste
ultimo reduzir a concentracdo dos crioprotetores intracelulares, diminuindo a
toxicidade celular (PALASZ & MAPLETOFT, 1996; MASSIP, 2001). Entretanto,
0s crioprotetores podem levar a toxidade quimica e osmoética das células,
provocando alteracdes em macromoléculas. Os embrifes, quando em contato
com EG, sofrem rapida contracdo e expansao, como resultado das mudancas
na osmolaridade do meio com crioprotetor. Este choque osmoético €
responsavel por parte das lesées embrionarias (SILVA & METELO, 2005).
Alteracbes  ultra-estruturais também sdo relatadas em  embrides
criopreservados, tais como defeitos nas microvilosidades da membrana
plasmatica, edema de mitocdndria, acimulo de debris celulares e reducéo nas

juncdes de contato entre as células do trofoblasto (FAIR et al., 2001).
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2.2.1 Congelagéao lenta

A congelacéo lenta consiste em um processo fisico em que as células
embriondrias sédo desidratadas progressivamente através da acao de solucdes
crioprotetoras, provocando decréscimo no ponto de congelacdo da célula,
limitando assim a formacao de cristais de gelo intracelular (MASSIP, 2001). As
taxas de prenhez com embrides produzidos in vivo congelados podem alcangar
60 a 70% (SOMMERFELD & NIEMANN, 1999).

Primeiramente, a técnica foi desenvolvida para embrides de
camundongos por Wittingham, em 1971. Posteriormente, em 1973, foi aplicada
a embrides bovinos produzidos in vivo (revisado por MASSIP, 2001), sendo
gue, atualmente, a maioria dos embrides de mamiferos € criopreservada por
este método. Sao utilizados crioprotetores de permeabilidade lenta e em baixas
concentragdes, induzindo a cristalizagdo, controlando a taxa de resfriamento
lenta (0,2°C a 2,0°C/min) até -30°C a -70°C e imergindo em nitrogénio liquido (-
196°C). A descongelacdo € de forma controlada (250°C/min) também
(MASSIP, 2001).

Esta técnica expde os embrides a varias fases de congelacéo, sofrendo
interferéncia de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos. Tais efeitos podem
resultar em lesdes na zona pellucida, membranas celulares, citoesqueleto e
disttrbios metabdlicos, ocasionando perda do controle celular e eventualmente
apoptose ou necrose. Estas alteracdes estdo ligadas a formacédo de cristais
intracelulares que ocorrem sob condi¢cdes especificas de congelagdo e
descongelacéo (FAIR et al., 2001).

2.2.2 Vitrificacéao

A vitrificacd@o, por longo tempo, tem sido uma alternativa aos métodos
convencionais de criopreservacao, cujo primeiro uso para embrides de
mamiferos foi em 1985, feito por Rall e Fahy e posteriormente, 1986 e 1989 por
Massip e colaboradores. Este procedimento envolve o uso de crioprotetores
mais concentrados com a finalidade de aumentar a viscosidade dos meios intra
e extracelulares e uma taxa de resfriamento de 20000 a 25000°C/min ou mais.

Desta forma, permite a passagem do conteido embrionario do estado liquido
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ao estado vitreo (gel amorfo) sem a formacédo de cristais de gelo intra e
extracelularmente (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al, 1995;
DOBRINSKY, 2002; LOPATAROVA et al., 2002; SILVA & METELO, 2005).

Devido as altas concentracbes dos crioprotetores utilizadas nesta
técnica, pode-se observar efeito de toxicidade ao embrido. Entretanto, tal fato
pode ser minimizado pela exposi¢cdo rapida aos crioprotetores e as altas taxas
de resfriamento, proporcionando passagem direta pela zona perigosa de
resfriamento entre +15°C e -5°C (VAJTA et al., 1998; VISINTIN et al., 2002).

As solugbes de diluigdo comumente utilizadas na vitrificagdo possuem
alta osmolaridade para prevenir a rapida reidratacdo que leva ao edema e
lesGes celulares, devido ao influxo de agua ser mais rapido do que o efluxo do
crioprotetor (VAJTA et al., 1998). A reidratacdo e a perda do crioprotetor
ocorrem simultaneamente enquanto os embrides sdo expostos a solugbes com
concentragbes decrescentes até que as condicdes isosmoticas sejam
restabelecidas (EL-GAYAR et al., 2008). Deste modo, na vitrificacdo, os efeitos
osmoticos e toxicos ao aquecimento dos embribes criopreservados séo
minimizados pela imersdo da palheta contendo o embrido na solugcdo de
desvitrificacdo (LOPATAROVA et al., 2002).

Existem diversas técnicas de Vvitrificacdo, tais como: grades de
microscopia eletrénica, capilares de vidro, palhetas abertas (open pulled straw,
OPS), “cryoloops” (al¢a de “nylon” com fina camada de solucéo de vitrificacao),
superficie sdlida (vitrificacdo dos ovocitos/embrides em contato direto com uma
superficie sélida resfriada a -150°C a -180°C) e “cryotop” (vitrificagéo realizada
na superficie de uma haste de plastico). Estas metodologias sdo usadas para
reduzir o volume da solugéo de vitrificacdo onde os ovécitos ou embrides ficam
contidos (BEGIN et al., 2003).

A vitrificagdo em OPS foi originalmente desenvolvida por Vajta et al.
(1997) para embrides bovinos e é amplamente utilizada. Baseia-se na reducéo
do didmetro e da espessura da parede para aproximadamente a metade do
tamanho original das palhetas de 0,25 mL. Desta forma ha o aumento da
relacdo area de superficie e volume, obtendo-se pequena quantidade de meio
envolvendo o embrido (cerca de 1 a 2 pL), e uma aceleragdo na taxa de
resfriamento para mais de 10 vezes (acima de 20000°C/min), comparada a da

palheta regular (2500°C/min), quando se faz a imersdo das palhetas em
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nitrogénio liquido, e menores danos téxicos e osmaticos sdo observados
(VAJTA et al., 1998; DOBRINSKY, 2002).

Através do uso da OPS, ha o risco de contaminacdo do embrido pelo
contato direto com o nitrogénio liquido. Entretanto, isto pode ser eliminado pela
filtragem do nitrogénio em filtros com poros de 0,2 um de tamanho; realizagao
da vitrificagcdo em vapor de nitrogénio concentrado (-170°C); fechamento das
extremidades da palheta, ou mesmo, a lavagem repetitiva dos embrides
desvitrificados em meio de cultivo reduzindo a chance de contaminacédo (KONG
et al., 2000; LOPATAROVA et al., 2002).

A vitrificacdo é empregada principalmente para embrides produzidos in
vitro, pois estes sdo mais sensiveis a diminuicdo de temperaturas do que 0s
produzidos in vivo (SOMMERFELD & NIEMANN, 1999). Apesar de pouco
difundida a campo, alguns estudos demonstraram que esta técnica de
criopreservacado pode ser utilizada com sucesso para embrides bovinos sem
reducgéo significativa nas taxas de prenhez (DOBRINSKY, 2002).

Dattena et al. (2000) compararam a sobrevivéncia pos-transferéncia de
embribes derivados de ovelhas superovuladas e de blastocistos produzidos in
vitro vitrificados com glicerol e EG, em palhetas de 0,25 mL e embriGes frescos.
N&o encontraram diferengcas nas taxas de prenhez entre 0s embrides
vitrificados e frescos. Da mesma forma, Ptak et al. (1999) ndo observaram
diferenca na taxa de prenhez quando compararam embrides de ovelhas
produzidos in vitro frescos ou vitrificados, apesar da menor taxa de nascimento
encontrada para embrides vitrificados.

Por outro lado, a vitrificacdo em OPS resultou em diminuicdo da taxa de
prenhez para embrides ovinos vitrificados quando comparados com embrides
ndo criopreservados transferidos, sendo tal efeito mais pronunciado em
embrides produzidos in vitro (5%, 2/40 vs 54,3%, 19/35) do que nos
desenvolvidos in vivo (50%, 5/10 vs 90%, 9/10; PAPADOPOULOS et al., 2002).

Os resultados inferiores encontrados para embrides vitrificados podem
ser explicados pelos seguintes achados: riscos de toxicidade atribuida a altas
concentracbes dos crioprotetores utilizados (SOMMERFELD & NIEMANN,
1999); maiores alteracdes na ultra-estrutura pés desvitrificacdo, com sinais de
danos osmoticos nas células embrionarias (DARVELID et al., 1994); reducao

drastica do niumero de células da massa interna celular, sem alterar as células
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do trofectoderma em relacdo aquelas dos embrides frescos, sendo que 0s
embrides vitrificados que levam a gestacédo a termo sado aqueles que contém
quantidade suficiente de células na massa interna celular (GOMEZ et al.,
2009); rompimento da zona peldcida que € um fenbmeno comum quando 0s
embribes sdo rapidamente resfriados ou descongelados nas palhetas.
Entretanto, Vajta et al. (1998) afirmam que com a vitrificacdo em OPS este tipo
de defeito é raro de ocorrer, apesar do aumento nas taxas de resfriamento e
desvitrificacao.

A otimizac@o de técnicas de transferéncia direta de embries bovinos
vitrificados para receptoras é de fundamental importancia por trazer uma maior
praticidade, simplicidade e disseminar seu uso a campo e comercialmente,
uma vez que reduz o tempo requerido para manipulacdo de embribes para
transferéncia, elimina a necessidade de equipamento e treinamento técnico.

Taxas de prenhez de embries vitrificados transferidos diretamente s&o
proximas ao método de remocao do crioprotetor previamente a transferéncia
dos embrides em bovinos e ovelhas, respectivamente (LEWIS et al.,, 1999;
GREEN et al.,, 2008a). Guignot et al. (2006) utilizando o método de
transferéncia direta para embries caprinos vitrificados em glicerol e EG
observaram a mesma propor¢cdo de receptoras prenhes/transferidas em
relagdo aos embrides submetidos a diluicdo antes da transferéncia, além disso,
a taxa de nascimento foi maior para o grupo de embrides transferidos

diretamente.

2.2.3 Vitrificagdo versus congelacao lenta de embrides

Ao se comparar as duas técnicas de criopreservacao, a vitrificacdo é
considerada um procedimento simples, apesar de necessitar de um
treinamento técnico mais aperfeicoado. Além disso, menor tempo é requerido
para equilibrio das solu¢des de vitrificagcdo e o embrido, perfazendo todo o
procedimento menos de 25 min, sem necessitar de equipamento (VAN
WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 1995; LOPATAROVA et al., 2002). Por
outro lado, a congelacéo classica possui duracdo de aproximadamente 60 a 90
min e requer equipamento especifico (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al.,
1995; LOPATAROVA et al.,, 2002). A utilizacdo de pequenos volumes da
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solucdo de vitrificacdo juntamente com a imersdo direta da palheta no
nitrogénio liquido proporciona um resfriamento extremamente mais rapido em
relacdo a congelacdo, consequentemente espera-se a reducdo de fraturas
celulares (BEGIN et al., 2003).

Devido a diversidade de técnicas utilizadas para vitrificacdo e
consequentemente a dificuldade na padronizacdo destas, os resultados
encontrados quando se compara a técnica de congelacdo convencional
tornam-se dificeis de serem aplicados. Neste sentido, ha relatos variaveis de
taxa de prenhez e desenvolvimento embriondrio in vitro para estas técnicas de
criopreservacdo, além de encontrar escassa literatura comparando tais
técnicas em embrides produzidos in vivo.

No estudo de Lopatarova et al. (2002) foi demonstrada a mesma taxa de
eclosdo, avaliada pelo cultivo in vitro por 72 h, para embrides bovinos
produzidos in vivo vitrificados em OPS ou congelados convencionalmente,
independente do grau de qualidade. Entretanto, embrides expandidos
apresentaram resultados melhores na vitrificagao.

Como Lopatarova et al. (2002) testaram o desenvolvimento de embrides
provenientes de vacas superovuladas pos vitrificacdo em OPS e congelacao,
somente em condi¢bes in vitro; em 2006, Lopatarova e colaboradores
avaliaram a taxa de sobrevivéncia destes embrides em receptoras. Entretanto,
um baixo numero de receptoras por grupo foi utilizado. As taxas de prenhez
para embrides vitrificados ou congelados de diferentes estagios (moérula,
blastocisto inicial e blastocisto expandido) bem como os de grau 1 e 2
vitrificados nao diferiram.

Da mesma forma, Guignot et al. (2006) compararam a taxa de
sobrevivéncia de embrides provenientes de cabras superovuladas, os quais
foram submetidos a vitrificacdo em glicerol e EG ou a congelacéo lenta. Estes
autores ndo observaram diferenca entre as técnicas de criopreservagdo apos a
transferéncia para receptoras: 69% (18/26) vs 48% (14/29) para proporcdo de
receptoras prenhes/transferidas e na taxa de nascimento, 45% vs 35% para
embrides congelados e vitrificados, respectivamente.

A viabilidade de embrides ovinos produzidos in vivo criopreservados
pelo método de vitrificagdo em OPS ou congelacdo tradicional, comparando

dois métodos (direto e indireto) de transferéncia dos embribes pOs-
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aquecimento foi avaliada (GREEN et al.,, 2008a). A taxa de prenhez em
receptoras inovuladas com embrides a fresco foi de 50%, sendo similar as
taxas encontradas para embrides congelados (38,6%) e vitrificados (55,8%).
No entanto, embrides vitrificados e inovulados pela técnica direta (57,1%)
resultaram em maior taxa de gestacao que os embrides congelados (34,8%, P
= 0,07; GREEN et al., 2008a).

Os embrides produzidos em cabras foram vitrificados em OPS e
avaliados antes da transferéncia e ndo apresentaram defeito morfologico,
enquanto que, os embrides congelados convencionalmente ndo alcancaram a
completa re-expanséo. As taxas de prenhez aos 40 dias e sobrevivéncia
embrionaria foram diferentes para embrides congelados (58%, 7/12 e 42%,
10/24), respectivamente e para embrides vitrificados (100%, 14/14 e 64%,
18/28; EL-GAYAR & HOLTZ, 2001).

Dinnyés et al. (1996) avaliando a criotolerancia de embrides bovinos
produzidos in vitro relataram que a taxa de sobrevivéncia em 24 h de cultivo foi
superada por blastocistos expandidos vitrificados (92%) em relacdo aos
congelados (65%), apesar de que a taxa total de sobrevivéncia dos embrides
criopreservados foi significativamente menor do que os embrides controle.
Apds 72 h de cultivo in vitro, a taxa de sobrevivéncia do grupo vitrificado foi
numericamente maior, entretanto nao houve diferenca estatistica quando
comparado ao grupo congelado. Houve similaridade também para a taxa de
eclosédo dos grupos criopreservados. Estes autores observaram que a adeséo
dos embrides eclodidos dos grupos vitrificado e controle ao tapete celular foi
menor que a adesdo do grupo de embrides congelados, entretanto a
proliferacdo da massa celular interna para os embrides presos a camada
celular do meio de cultivo pode ser relacionada com sobrevivéncia embrionaria.

Por outro lado, embrides de ovelhas desenvolvidos in vitro foram
vitrificados (propilenoglicol e glicerol) ou congelados (glicerol e sucrose) e
posteriormente o desenvolvimento in vitro foi avaliado. Mérulas e blastocistos
congelados (31% e 67%) mostraram maiores taxas de desenvolvimento do que
os vitrificados (12% e 19%; De PAZ et al., 1994).

Silva & Metelo (2005) relacionaram alteracdes fisicas na zona pellcida
com a viabilidade de embrides bovinos produzidos in vitro submetidos a

congelacao lenta ou a vitrificacdo (utilizando EG, ficol e sucrose). Maior
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viabilidade foi obtida para embrides provenientes do grupo de embrides
frescos, seguida dos congelados e por ultimo, dos embrides vitrificados. O
namero total de poros observados na zona pellcida foi maior para embrides
controle do que os do grupo dos congelados e vitrificados, apesar de que, 0s
poros dos embrides vitrificados foram de tamanho menor. Isto foi associado
com o comprometimento da viabilidade embrionaria causado pela falha da
barreira em proteger o embrido contra patégenos e pela menor interacdo entre

células epiteliais maternas e embrionarias.

2.3 Acidos graxos

Os acidos graxos poliinsaturados (AGP) possuem mais de uma ligacéo
dupla na molécula e séo classificados em trés grupos com base na estrutura
guimica: d6mega-3 (n-3), 6mega-6 (n-6) e 6mega-9, sendo que a primeira ponte
dupla esta localizada nos carbonos 3, 6 e 9, respectivamente. Os animais nao
sintetizam n-3 e n-6, por ndo terem as enzimas dessaturases apropriadas para
inserir as duplas ligacbes na posicao correta (STAPLES et al., 1998; WATHES
et al., 2007).

As principais familias de &cidos graxos que afetam a fertilidade séo n-3 e
n-6. O acido linoléico dietético, abundante nos 6éleos vegetais, € um dos
representantes da familia n-6 (WATHES et al., 2007), o qual € convertido em
acido aracdonico, precursor das prostaglandinas diendicas, como a PGF2a. As
mesmas enzimas, elongase e dessaturase, que atuam na conversdo do acido
linoléico em aracd6nico, também convertem o principal acido graxo n-3, o 4cido
linolénico a &cido eicosapentaendico (EPA), precursor das prostaglandinas
triendicas, como PGF3a. Ha uma competicdo entre precursores n-3 e n-6 para
dessaturacdo e elongacao e pelo sitio da enzima prostaglandina endoperéxido
sintetase (PGHS), assim o aumento de acidos graxos n-3, na dieta diminuira a
producdo de prostaglandina diendica (PETIT et al., 2002; WATHES et al.,
2007). Por outro lado a producdo de PGF2a pode ser aumentada ao se
produzir mais acido aracdénico (STAPLES et al., 1998).

O &cido linoléico também inibe a sintese de PGF2a por um mecanismo
de competicdo com acido aracdbnico em se ligar a enzima PGHS, a qual é

requerida para a conversao de acido aracdénico a PGF2a. Além disso, o &cido
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linoléico pode ser convertido em EPA quando ha excesso de acido linoléico,
provocando reducdo na sintese de prostaglandinas das séries 1 e 2 (STAPLES
et al., 1998; THATCHER & JENKINS, 2002; RAES et al., 2004; WATHES et al.,
2007). A este efeito negativo do &cido linoléico na sintese de PGF2aq,
associam-se também reducdes nas concentracdes de estradiol intrafolicular e
plasmatica, refletindo nas concentracdes de prostaglandinas (RAES et al.,
2004).

2.4 Gordura protegida ruminal

O fluxo de acidos graxos € menor do que a ingestdo, devido a
porcentagem de hidrogenac&o ruminal, ou seja, saturacdo dos acidos graxos
insaturados da dieta, que representa cerca de 80% para o acido linoléico e
92% para o linolénico (DOREAU & CHILLIARD, 1997; RAES et al., 2004).
Através deste processo, 0S microrganismos incorporam o0s acidos graxos em
sua composicao lipidica (STAPLES et al., 1998).

Numerosas tentativas foram feitas para limitar os efeitos da
hidrogenacdo de lipidios no rumen e seus distirbios na digestdo dos
carboidratos, através de diferentes técnicas de protecdo da gordura, tais como,
métodos de protecdo natural (6leo de sementes); tratamentos quimicos por
formaldeido e sais de célcio (saponificacdo) para encapsulacdo da gordura e
tratamento fisico através do aumento do ponto de fusdo ou diminuicdo da
granulometria da gordura. Uma dessas técnicas, elaborada em 1984, foi a
associacdo de célcio e &cidos graxos, comumente chamada de sais, como
exemplo, o Megalac® (DOREAU & CHILLIARD, 1997).

Este produto € uma gordura granular composta de sais de calcio de 6leo
de palma ou de soja e contém &cidos graxos saturados, tais como acidos
graxos palmitico (6leo de palma), esteérico e poliinsaturados de cadeia longa,
como o linoléico e linolénico (ARM & HAMMER, s. d.; FUNSTON, 2004). Esta
gordura protegida € obtida a partir de acidos graxos de cadeia longa que ficam
livres no processo de cisdo dos triglicérides de Oleos vegetais. Estes acidos
graxos reagem com sais de calcio, formando um sal, popularmente conhecido
como sabéo de calcio (ARM & HAMMER, s. d.). Este tipo de gordura, por ser

um produto altamente estavel em agua e alta temperatura, somente é digerido
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no animal, em meio acido. No rimen, o meio é ligeiramente acido (pH = 6,2), o
gue faz com que ele permaneca inalterado. Ao chegar ao abomaso, cujo meio
é extremamente &cido (pH = 2 e 3), ocorre o desdobramento do Megalac® com
a liberacdo dos acidos graxos e ions de célcio para o intestino, que serao
absorvidos e levados pela corrente sanguinea (ARM & HAMMER, s. d.).

A suplementacdo da dieta com gorduras protegidas ajuda a repor 0s
acidos graxos essenciais (linoléico e linolénico) perdidos, importantes no
desempenho reprodutivo por terem diversas acoes tais como: sdo precursores
das prostaglandinas (ARM & HAMMER, s. d.; PETIT et al., 2002) e agem no
corpo luteo, ovoécitos e embribes e na secrecdo de LH e de hormonios
esterdides (STAPLES et al., 1998; MATTOS et al.,, 2004; WATHES et al.,
2007).

2.5 Efeito dos Acidos Graxos
2.5.1 Puberdade, estacédo de monta e pré-parto

Em alguns estudos relatados por Raes et al. (2004) foi observado um
maior nimero de novilhas entrando em puberdade no comeco da estacdo de
monta, quando receberam dietas isoenergéticas e ricas em acidos graxos.
Talvez pelo fato dos &cidos graxos circulantes no sangue estimularem os
neurbnios que sensibilizam aqueles produtores de GnRH (SENGER, 1999).
Bagley (1993) mencionou também que novilhas alimentadas com baixa energia
na dieta tiveram maior idade a puberdade e menores niveis de progesterona do
gue aguelas que receberam dieta com alta quantidade de energia. Block et al.
(2003) alimentaram bezerras holandesas de 3 a 5 meses de idade com racao
suplementada com sais de calcio de gordura de palma ou &cido linoléico
conjugado e o tipo de gordura ndo teve efeito na idade a puberdade. Ha
poucos estudos com suplementacdo com acidos graxos para novilhas, pois em
geral, as novilhas dos experimentos estdo num plano nutricional adequado e
desenvolvem 6timo peso. Apesar disso, geralmente possuem uma boa reposta
a suplementacgéo.

Em relacéo a suplementacao de acidos graxos em dietas isoenergéticas,

antes da estacdo de monta foi observado o aumento do nimero de vacas



19

ciclando no comeco deste periodo (RAES et al., 2004). A gordura fornecida na
dieta de vacas prenhes também influenciou na composi¢éo de acidos graxos
do liguido amnidtico e na membrana lipidica do intestino do feto, em ratos
(CLANDININ et al., 1991). Dietas lipidicas fornecidas no pré-parto melhoraram
a sobrevivéncia de bezerros no parto. Isto ocorre devido ao aumento na

atividade do tecido adiposo marrom que é essencial a regulacdo da
temperatura dos recém-nascidos (LAMMOGLIA et al., 1999).

2.5.2 Prenhez

Varios estudos relatados por Thatcher & Jenkins (2002) mostraram que
vacas lactantes suplementadas com Megalac® em dietas isoenergéticas
obtiveram maiores taxas de concepcdo do que aquelas que n&o foram
suplementadas. Da mesma forma, Ferguson et al. (1990), Sklan et al. (1991),
Scott et al. (1995) e Garcia-Bojalil et al. (1998) relataram que vacas de leite
suplementadas com Megalac® (8% de 4cido linoléico) na lactacdo
apresentaram melhorias na concepc¢ao. Outros pesquisadores (RAES et al.,
2004) trabalhando com suplementacdo de gordura para vacas no pés-parto
observaram menor tempo para reinicio da ciclicidade e melhores taxas de
concepcgao.

Petit et al. (2002) estudaram os efeitos dos tipos de gorduras ricas em
acidos graxos n-3 (Megalac®; linhaca tratada com formaldeido; uma mistura de
Oleo de peixe e linhaca tratada com formaldeido e um grupo alimentado com
concentrado sem gordura, mas receberam 500 g por dia de 6leo de linhaca
infundida no duodeno) na secrecdo de prostaglandina em vacas lactantes.
Observaram que o aumento da proporcédo de acidos n-3 em relacdo aos n-6
diminuiu a sintese de PGF2a. Os efeitos positivos das gorduras na funcéo
reprodutiva ocorrem devido ao aumento no balangco energético, aumento nas
concentragbes de colesterol e progesterona plasméticos, mudancas na
dindmica folicular e alteracbes na secrecdo de prostaglandina. Neste
experimento, as vacas tiveram ingestdo de matéria seca, producéo de leite e
peso corporal similares, sugerindo que o balango energético ndo foi o
responsavel pelos efeitos. A concentracdo do metabdlito da PGF2a, PGFM,

quando se aplicou ocitocina, foi menor para vacas submetidas as dietas com
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acido linolénico, o que pode ter contribuido para maiores taxas de gestacao,
atraves da reducéo da lutedlise e aumento do diametro do corpo liteo de vacas
gue receberam quantidade moderadas de acidos graxos n-3.

As taxas de concepcao 24 dias pés-IA foram maiores para vacas de leite
suplementadas com acido linolénico do que linoléico, mostrando uma alta taxa
de sobrevivéncia embrionaria inicial e menor perda de prenhez para vacas
alimentadas com linhaca (AMBROSE et al., 2006).

Lopes et al. (2007) em um experimento realizado no Brasil, avaliaram os
efeitos da adicéo de gordura protegida ruminal, Megalac-E® (sal de célcio de
acidos graxos de cadeia longa, com 40% de &cido linoléico) & suplementacdo
mineral protéica na resposta reprodutiva de primiparas Nelores a pasto por 31
dias, apos a Inseminacado Artificial em Tempo Fixo (IATF). Para isto,
distribuiram os animais em dois grupos: um recebendo suplementa¢éo mineral
protéica e Megalac-E® (n = 200) e um grupo controle recebendo
suplementacdo mineral protéica sem Megalac-E® (n = 211), porém as dietas
nao foram isoenergéticas. As vacas foram submetidas ao protocolo de IATF e
0s bezerros foram removidos por 48 h e retornaram apds IATF. O indice de
concepcado das primiparas suplementadas com Megalac-E® foi superior
(56,5%) ao grupo ndo suplementado (45,6%). Os autores acreditam que este
resultado foi devido ao papel do acido linoléico em suprimir a sintese de PGF2a
no Utero e consequentemente prevenir a morte embrionaria. Durante o
experimento, 0os bezerros tiveram acesso ao cocho com a suplementacao
mineral protéica, e foi observado aumento numérico no ganho de peso dos
bezerros das primiparas suplementadas com Megalac-E® (27,4 Kg contra 16,9
Kg dos bezerros que n&o tiveram acesso a suplementacdo com Megalac-E®).
Estes dados sugerem que ha necessidade de experimento para se avaliar o
efeito da suplementacdo com Megalac-E® na producéo de leite em vacas de
corte e no ganho de peso dos bezerros.

Posteriormente, foi realizado outro experimento para avaliar o efeito de
duas dietas isoenergéticas contendo dois tipos de gorduras protegidas
(Megalac-E®, predominancia de &cido graxo linoléico ou Megalac®, acido graxo
saturado) na taxa de prenhez em vacas Nelores (n = 583), as quais receberam
tais dietas do dia da IA até o diagnostico de gestacao (28 dias pos IA). Para os

animais alimentados com Megalac-E® observou-se maior aumento na taxa de
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prenhez (48,2%, 81/168) do que os suplementados com Megalac (33,9%,
58/177; P < 0,05) e mineral protéico (26,4%, 63/238; P < 0,01); tal resultado
pode ser explicado pela diferenca no perfil de acidos graxos entre 0s
tratamentos (LOPES et al., 2008).

Dieta com semente de girassol foi fornecida a vacas Nelores pos-parto
(n = 133) do momento da IA até 22 dias apdés o protocolo e observou-se
aumento de 20,4% na taxa de concepcdo e reducdo na mortalidade
embriondria para vacas que receberam esta dieta. Provavelmente, a semente
de girassol por ser rica em acido linoléico, limitou a sintese de PGF2a (PERES
et al., 2008).

Adicionando Megalac-E® & suplementacdo mineral protéica de
receptoras mesticas (n = 288) do inicio do protocolo de sincronizacéo até o 52°
dia apos a transferéncia de embrides, houve acréscimo na taxa de concepgéo
de 12% (48,7% vs 36,7%) em relacdo ao grupo controle (n = 207;
RODRIGUES JUNIOR, 2008).

O incremento encontrado nas taxas de concepc¢ao e prenhez pode estar
ligado a alteracdes causadas pelos AGP que influenciam a dinamica ovariana,
bem como a viabilidade ovocitaria, proporcionada pela ovulacdo de um foliculo
maior ou mesmo a atenuacdo da secrecao de PGF2a, durante o periodo de
reconhecimento materno-fetal ou envolvimento direto dos acidos graxos em
mecanismos embriotroficos (AMBROSE et al., 2006).

Staples et al. (1998) apresentaram alguns efeitos negativos da
alimentacdo com gordura inerte na atividade ovariana, como maior incidéncia
de vacas no anestro, cisto e a ndo manifestacdo de estro. Entretanto, estes
achados foram relatados em um numero pequeno de trabalhos e podem estar
associados a alta producéao de leite.

Por outro lado, a infusdo de acido graxo linoléico em novilhas pos-parto
ndo influenciou retorno a ciclicidade, taxa de prenhez ou intervalo de partos,
apesar de resultar em concentracdes de &cido linoléico mais altas e em
aumento da capacidade de producao de PGF2a (FILLEY et al., 1999). Spicer et
al. (1993) também observaram que dietas controle ou com gordura nao
afetaram o intervalo de ovulagBes ou estros, no pos-parto. A taxa de prenhez

aos 28 ou 45 dias pos IA nao diferiu para vacas de leite que receberam dietas
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ricas em acidos graxos n-9 cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2,
linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, linolénico; BILBY et al., 2006a).

A maioria dos estudos apresentados por Staples et al. (1998) relata
efeito positivo da suplementacdo de gordura nas taxas de concepcado e
prenhez. Entretanto, a suplementacdo com sementes de linhaca (rica em acido
graxo linolénico), girassol (composta de &cido graxo linoléico) ou controle por
25 dias antes do inicio do programa de sincronizacdo até 50 dias apds nao
influenciou na taxa de prenhez. Talvez, pelo ndo processamento das sementes
oleaginosas, ocasionando absorgdo insuficiente de acidos graxos para
provocar efeito na reproducao (COLAZO et al., 2004).

A grande variedade de resultados na taxa de concepc¢do encontrada na
suplementacdo de AGP pode ser explicada por falha de delineamento
experimental, principalmente no que diz respeito ao numero insuficiente de
animais utilizados (WATHES et al., 2007).

2.5.3 Concentracdo sanguinea de hormoénios e outras substancias

Em revisao realizada por Raes et al. (2004) foi documentado o efeito dos
suplementos lipidicos nas concentracbes dos hormonios metabodlicos. Alguns
autores observaram que o consumo de Oleos poliinsaturados de plantas
aumenta as concentracdes de insulina, GH, glicose, acidos graxos néo
esterificados e IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina), em vacas e
novilhas de corte e leite. Entretanto, h4 autores que ndo encontraram
diferencas nas concentragbes destes hormonios em vacas e novilhas
suplementadas com lipidios.

Thomas et al. (1997) avaliaram a influéncia de dietas isoenergéticas com
composicdes diferentes de acidos graxos na concentracdo de insulina e GH,
em vacas de corte. A dieta suplementada com AGP provocou aumento nas
concentragbes de insulina entre a segunda e sétima semanas de
suplementacdo, em relacdo a dieta controle. Ja4 as outras dietas,
suplementadas com acidos graxos saturados e altamente poliinsaturados
aumentaram as contracfes de insulina somente depois da sexta ou sétima
semana de alimentacdo. Todas as dietas lipidicas elevaram a concentracdo de

GH, colesterol e IGF-1 intrafolicular nos foliculos grandes. Os autores
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concluiram que o consumo de AGP estimula o crescimento folicular, devido ao
aumento nas concentrac¢des de substancias envolvidas na foliculogénese.

Childs et al. (2008a) em um estudo comparando diferentes niveis de
AGP linolénico em dietas isoprotéicas e isoenergéticas fornecidas por 14 dias
antes da sincronizagdo do ciclo estral, em novilhas de corte, constataram
aumento nas concentragdes plasmaticas de IGF-1. Para todas as dietas,
independente do nivel de acido linolénico, houve aumento da concentracdo do
EPA e diminuicdo do linoléico no endométrio e no fluido folicular, mostrando
gue existe uma correlacao forte e positiva entre as concentracdes plasmatica,
folicular e endometrial de AGP.

Valores de IGF-1 foram maiores para vacas alimentadas com dieta
composta de acido graxo linoléico, em comparacao as concentracdes de dietas
controle e rica em linolénico. Porém, as concentragfes de insulina ndo foram
afetadas pela dieta (ROBINSON et al., 2002).

Em outros trabalhos, entretanto, as concentractes de IGF-1 e GH né&o
apresentaram diferencas para os grupos de vacas que foram submetidos a
ovum pick up (OPU; aspiracao folicular guiada por ultra-som) e receberam
dietas ricas em acidos graxos n-9 cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6
(18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, linolénico; BILBY et al., 2006a). Em
estudo recente, Childs et al. (2008b) compararam dietas com acido saturado ou
AGP n-3, isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas por 50 dias antes do
protocolo de superestimulacdo para novilhas de corte e ndo observaram
diferencas nas concentragdes de insulina e IGF-1 para ambos tratamentos. Da
mesma forma, Thangavelu et al. (2007) n&o encontraram diferenca nas
concentragbes de insulina, em vacas que receberam dieta rica em &acido
linoléico, linolénico ou saturado. Ponter et al. (2006a) também ndo observaram
efeito nas concentracbes de insulina e IGF-1 para novilhas de leite
suplementadas a base de soja (rica em &cido linoléico) ou linhaga (rica em
acido linolénico). E, em outro trabalho, a concentragdo de IGF-1 foi similar para
vacas alimentadas com dietas controle ou com gordura (SPICER et al., 1993).
Dieta lipidica rica em AGP dada a ovelhas anteriormente a concepcao (4
semanas) também ndao interferiu nas concentragfes plasmaticas de insulina e
IGF-1 (GREEN et al.,, 2008b). Da mesma forma, vacas que receberam dieta

rica em gordura 14 dias antes da OPU nao apresentaram diferencas nas
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concentragbes de GH, insulina, IGF-1 e leptina (FOULADI-NASHTA et al.,
2007).

A concentracdo de PGFM produzida em resposta a aplicacdo de
ocitocina no dia 15 do ciclo estral foi maior para novilhas de corte que
receberam dieta com AGP n-6 comparada a de animais alimentados com dieta
de AGP n-3 (CHILDS et al., 2008c). Para animais submetidos a dieta com
acido linolénico também foi observado este aumento em relacdo aqueles
suplementados com dieta sem gordura protegida (CHILDS et al., 2008a).

Além da suplementacdo lipidica com acido linoléico afetar as
concentragbes de PGFM no plasma, Scholljegerdes et al. (2007) observaram
gue os AGP alteram a composicdo de acidos graxos no hipotalamo, tecido
uterino e oviduto, sendo que este Ultimo demonstrou ser o mais sensivel a dieta
com &cido linoléico, podendo ter potencial para influenciar na fertilidade.

A suplementacao lipidica pode aumentar as concentragdes plasmaticas
de esterdides em bovinos, através da acao direta dos AGP no aumento da
pulsatilidade de LH, no tamanho do foliculo pré-ovulatério, no metabolismo
hepatico, nas concentracées plasmaticas de colesterol e IGF-1, no conteddo
lipidico das células luteais e na modulacdo da sintese de prostaglandina
(HIGHTSHOE et al.,1991; RYAN et al., 1992; HAWKINS et al.,1995; THOMAS
et al., 1997; STAPLES et al., 1998; PETIT et al., 2002; ROBINSON et al., 2002;
RAES et al., 2004; CHILDS et al., 2008a.)

Suplementacdo de gordura provoca aumento de colesterol e da
lipoproteina que o carreia. Isso se deve, provavelmente, a necessidade de se
aumentar a absorcéo de acidos graxos e consequente transporte destes. Além
disso, alguns artigos sugerem que a concentracdo adicional de colesterol
provocada pela alimentacdo com gordura pode aumentar a sintese de
progesterona pelas células foliculares e luteias (STAPLES et al.,, 1998).
Entretanto, alguns trabalhos ndo mostraram aumento da concentracdo sérica
do colesterol coincidindo com maiores concentracbes de progesterona
(STAPLES et al., 1998).

Como o colesterol € um precursor para sintese de progesterona, o
aumento nas concentracdes circulantes deste lipidio (RYAN et al.,, 1992;
HAWKINS et al.,1995; THOMAS et al.,, 1997; ROBINSON et al., 2002) pode
levar a um incremento na sintese de progesterona (RYAN et al., 1992; SPICER
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et al., 1993; RAES et al., 2004; PETIT & TWAGIRAMUNGU, 2006; ADAMIAK
et al., 2006; FOULADI-NASHTA et al., 2007), o que esta associado a melhores
taxas de concepc¢ao, em ruminantes.

A suplementacdo com AGP n-3 ou n-6 aumentou a concentracédo de
colesterol (CHILDS et al., 2008ac), porém o diametro do CL e as
concentracbes plasméticas dos esteréides, em novilhas de corte
suplementadas foram similares (CHILDS et al.,, 2008c). Por outro lado,
Ambrose et al. (2006) ndo encontraram diferenca no tamanho do CL e nas
concentracbes de colesterol e progesterona para grupos de animais que
receberam dietas enriquecidas com acido linoléico ou linolénico, apesar de que
o foliculo ovulatério foi maior para vacas submetidas a dieta com acido
linolénico.

Novilhas de corte submetidas a dietas isoenergéticas e isoprotéicas
ricas em lipidios (6leo de soja) ndo tiveram as concentracdes de estradiol
afetadas no fluido folicular em relagéo ao grupo que foi alimentado com dieta
sem a adicdo de gordura, porém apresentaram maiores concentracfes de
progesterona e aumento da capacidade da granulosa em produzir
progesterona (RYAN et al., 1992).

Os suplementos lipidicos enriquecidos com &cidos graxos n-9 cis (18:1c,
oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3,
linolénico) ndo interferiram nas concentracdes circulantes de progesterona no
comeco da sincronizacdo ou durante as sessfes de OPU, apesar das dietas
tratamentos terem afetado os volumes dos CLs (BILBY et al., 2006a).

A secrecao de LH e desenvolvimento folicular sédo regulados pelo estado
energético do animal. A energia fornecida pelos &cidos graxos aumenta a
secrecdo de LH e de glicose e esta pode contribuir na liberacdo de LH. Ambos
estimulam o crescimento do foliculo pré-ovulatério e aumentam o tamanho
deste, resultando na formacdo de um CL maior com capacidade
esteroidogénica maior e, consequentemente produgcdo de progesterona mais
alta e melhores taxas de concepc¢éao (RAES et al., 2004).

Hightshoe et al. (1991) encontraram maiores concentracbes de
colesterol e LH em vacas alimentadas com dietas suplementadas com gordura.

Estes autores acreditam que os lipidios provocam diminuicdo de estradiol e
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consequente diminuicdo no feedback negativo a adenohipdéfise e aumento da
secrecdo de gonadotrofinas, como o LH.

Vacas alimentadas com dietas ricas em linoléico ou linolénico possuiam
maior foliculo pré-ovulatério e subsequente maior CL, entretanto a
concentragédo de progesterona foi similar e ndo houve alteragdo na qualidade
ovocitaria e embrionaria (BILBY et al., 2006a). No entanto, um tamanho
aumentado do CL em fémeas alimentadas com AGP ndo parece ser somente
devido a ovulacdo de um foliculo de maior tamanho. Pode estar associado a
um efeito direto luteotréfico. Na avaliagdo de microscopia eletrdnica, revelou-se
maior conteddo lipidico nas células luteais de novilhas alimentadas com sais de
calcio de 6leo de palma (HAWKINS et al., 1995). Além disso, pela reducdo na
sintese de prostaglandina no endométrio através da suplementacdo de AGP n-
3 ha manutencao do CL e das concentracdes de progesterona (WATHES et al.,
2007; LEROY et al., 2008) ou mesmo através da producdo de PGE, um agente
luteotrofico (WATHES et al., 2007).

O tamanho do CL foi menor para vacas alimentadas com acido linoléico
comparado aquelas dos grupos suplementados com linolénico ou com 6leo de
palma, o que pode explicar a menor taxa de prenhez para o grupo com menor
CL (PETIT & TWAGIRAMUNGU, 2006).

Ao contrario dos resultados normalmente observados, a concentracdo
de progesterona plasmatica, no inicio da fase luteal, foi significativamente
menor para vacas de leite que receberam dietas ricas em acidos graxos n-3 ou
n-6 do que o controle (ROBINSON et al.,, 2002). Ovelhas alimentadas com
dieta lipidica rica em AGP tiveram menores concentracfes plasmaticas de
progesterona e ndo apresentaram diferenca significativa no nimero de CL em
relacdo aos animais que receberam dieta sem suplementacéo lipidica (GREEN
et al., 2008b).

O aumento da progesterona plasmética em vacas alimentadas com
dietas suplementadas com gordura pode ser devido ao incremento na sintese
ou reducdo na taxa de metabolismo deste esterdide, no figado (STAPLES et
al., 1998).

Para testar o mecanismo pelo qual a inclusdo de gordura na dieta
aumenta a concentracdo de progesterona circulante, Hawkins et al. (1995)

forneceram sais de célcio de acidos graxos de cadeia longa, iniciando 100 dias
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antes do parto. A concentracdo de progesterona foi maior para novilhas de
corte mantidas nesta dieta, porém as concentracfes luteais de progesterona
foram similares entre os grupos, indicando que nao houve diferenca na taxa de
secrecdo de progesterona. Por outro lado, o tempo requerido para
desaparecimento da metade da progesterona, apdés a ovariectomia diferiu,
sugerindo que houve reducdo no clearance hepético, sendo o fator principal
que contribuiu para aumentar as concentracbes de progesterona, em vacas
alimentadas com dieta rica em lipidios. Entretanto, néo foi realizado um estudo
de maneira precisa para calcular o volume de sangue disponivel ao figado
nestas condicoes.

Piccinato et al. (2009) observaram in vitro que &cidos graxos com
cadeias de carbono de diferentes comprimentos diminuiram o metabolismo de
esterdides. Entretanto, ndo houve repeticdo deste resultado in vivo, através da
infusdo de oleo de linhaga no abomaso, concordando com os resultados de
Sartori et al. (2004) que também n&o comprovaram o efeito dos acidos graxos
na diminuicdo do metabolismo dos hormonios esteroides.

Recentes observacdes mostram que a insulina plasmética reduz a
atividade das enzimas hepéticas envolvidas no metabolismo de esterdides
(LEMLEY et al.,, 2008), e pelo fato da dieta com gordura aumentar as
concentracdes de insulina plasmética (THOMAS & WILLIAMS, 1996), pode ser
uma explicacdo para o consequente aumento nas concentracdes plasmaticas
de progesterona (LEMLEY et al., 2008). Além disso, os AGPs podem agir
competindo com os substratos de ligacdo a enzimas hepaticas, inibindo desta
forma a atividade de catabolismo dos esterdides, no figado (YAO et al., 2006).

O acido aracdodnico pode promover aumento da expressdo da proteina
STAR, que esta envolvida na esteroidogénese, ou mesmo AGP podem regular
a esteroidogénese da adrenal e ativar os receptores nucleares PPARs (gene
ativador de receptores de peroxissomo), fator de transcricdo que também esté
envolvido na sintese de esterdides nas gbnodas (ROBINSON et al.,, 2002;
WATHES et al., 2007).
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2.5.4 Foliculos ovarianos

A suplementacdo dietética com AGP influencia a foliculogénese,
promovendo o aumento no numero de foliculos e no tamanho do foliculo
dominante ou pré-ovulatério (WATHES et al., 2007).

Trabalhos de diversos grupos de pesquisa relataram a influencia positiva
de dietas com AGP no numero de foliculos pequenos (3 a 5 mm; BILBY et al.,
2006b; PONTER et al., 2006b); médios (6 a 9 mm; HIGHTSHOE et al., 1991;
LUCY et al., 1991; WEHRMAN et al.,, 1991; RYAN et al.,, 1992; THOMAS &
WILLIAMS, 1996; THOMAS et al., 1997; ROBINSON et al., 2002; BADER et
al., 2005); e grandes (> 10 mm; HIGHTSHOE et al., 1991; STAPLES et al.,
1998). O aumento no numero de foliculos ocorreu paralelamente ao aumento
nas concentracdes de insulina, GH e IGF-1 no fluido folicular (RYAN et al.,
1992; THOMAS & WILLIAMS, 1996; BADER et al., 2005), os quais agem na
foliculogénese. Estas diferencas no numero de foliculos foram observadas
apos 3 a 4 semanas de suplementacao, sendo a maxima diferenca apés 6 e 7
semanas. Gorduras de origem animal (predominantemente acidos graxos
saturados) também aumentam as concentragfes de GH, em novilhas de corte,
e elevam as concentrages plasmaticas de insulina e o nimero de foliculos de
tamanho médio mais lentamente do que fémeas alimentadas com O6leo de
plantas. Ja o tamanho do foliculo dominante a aspiracdo, o numero de corpos
luteos e as concentracfes de progesterona ndo tiveram diferenca entre
tratamentos (THOMAS & WILLIAMS, 1996).

O diametro do primeiro foliculo dominante foi maior para vacas que
receberam dieta rica em acido graxo linoléico, sendo que as vacas
suplementadas com linolénico possuiram diametro intermediario, em relacao
ao controle (ROBINSON et al.,, 2002). Vacas que receberam infusdo de
gordura, no abomaso também apresentaram maior tamanho do foliculo
dominante, além deste ter tido crescimento mais acelerado (STAPLES et al.,
1998). Da mesma forma, Staples et al. (2000) mostraram maior tamanho do
foliculo dominante para vacas de leite suplementadas com &acidos graxos
poliinsaturados, em comparagdo as que receberam acido oléico na dieta. O
foliculo pré-ovulatério foi maior para o grupo de animais que receberam acidos

graxos poliinsaturados (n-3 e n-6) na dieta do que o grupo controle (BILBY et
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al., 2006a). O fornecimento de linhaca (acido linolénico) também aumentou o
tamanho do foliculo ovulatorio em relacdo aos animais suplementados com
girassol (acido linoléico; ROBINSON et al., 2002). Além disso, a concentracéo
sanguinea pré-ovulatoria de estradiol foi maior para as vacas que receberam
dietas ricas em acidos graxos n-3 do que aquelas alimentadas com dieta
controle. Valores intermediarios para vacas sob dieta rica em n-6, o que pode
estar associada as concentracfes de IGF-1 (ROBINSON et al.,, 2002) e as
maiores concentracdes de colesterol no fluido folicular e plasma (LERQY et al.,
2008).

Por outro lado, Ambrose et al. (2006) e Petit & Twagiramungu (2006)
ndo observaram diferenca na quantidade de foliculos pequenos, médios e
grandes; e no tamanho do foliculo dominante em vacas de leite suplementadas
com dieta rica em &cido linoléico, linolénico ou saturado. Da mesma forma, em
vacas de leite alimentadas com sais de calcio de acidos graxos linoléico e trans
apresentaram diametros similares do foliculo pré-ovulatorio e luteal, em
comparacao aos animais que receberam 6leo de palma (CERRI et al., 2004).
N&o houve efeito da dieta com AGP n-3 ou n-6 no didmetro e taxa de
crescimento do foliculo pré-ovulatério e no volume do CL mensurado no Dia 7
pés-estro, em novilhas de corte (CHILDS et al.,, 2008c); concordando com
Ambrose et al. (2006) que também ndo observaram efeito da dieta lipidica na
taxa de crescimento do foliculo dominante ndo ovulatério, no tamanho do CL e

na concentracdo plasmatica de progesterona.

2.5.5 Ovocitos

A distribuicdo de lipidios nos ovocitos se comporta da seguinte forma:
aproximadamente 50% de trigliceridios, 29% de fosfolipidios, 20% de colesterol
e 10% de acidos graxos livres. Os acidos graxos mais abundantes em ovdcitos
de ruminantes sdo os acidos palmitico (C16:0), oléico (C18:1), estearico
(C18:0), e linoléico (C18:2; McEVOY et al., 2000; KIM et al., 2001). Dos
componentes dos fosfolipidios, os acidos graxos saturados estdo em maior
guantidade do que os AGPs. Destes, a maioria é da série 6, representada

principalmente pelo linoléico e aracdbnico (McEVOY et al., 2000; LERQY et al.,
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2008). Porém, pouco se tem investigado sobre o efeito dos é&cidos graxos
dietéticos na qualidade dos ovdcitos.

A qualidade de ovdcitos e embrifes esta relacionada a composicao de
acidos graxos, principalmente a composicdo da fracdo fosfolipidica da
membrana plasmatica, pelo papel importante no desenvolvimento durante e
apos a fecundagcdo (McEVOY et al., 2000; FOULADI-NASHTA et al., 2007;
LEROQY et al., 2008).

Os acidos graxos sdo usados como energia durante o processo de
maturacdo (SORBERA et al., 2001) e competéncia ovocitéria (KIM et al., 2001)
e no periodo de desenvolvimento embrionario até implantagdo (WATHES et al.,
2007), quando hé intensa elongacdo e dessaturacdo dos acidos graxos (YAO
et al., 1980). Na maturacdo nuclear e citoplasmatica do ovdcito, AGPs séo
requeridos para estrutura, fungcdo e metabolismo celular (WATHES et al.,
2007). Kim et al. (2001) encontraram menores quantidades de &acido linoléico e
aracdbnico em ovéctios maturados in vitro do que nos imaturos, provavelmente
devido a utilizacdo deste AGP para processo de desenvolvimento ovocitario, ja
gue este acido graxo nédo é sintetizado nas células animais. Além disso, sabe-
se gue o acido linolénico (WATHES et al., 2007) e linoléico (HOMA & BROWN,
1992) agem no crescimento e diferenciacdo ovocitaria, e na prevencdo da
guebra da vesicula germinativa e progressdo da metafase Il. Por este motivo,
acido graxo 18:2 (linoléico) esta em menor concentracdo em foliculos maiores,
mostrando que pode influenciar na maturacdo nuclear, ao contrario dos
achados de Bilby et al. (2006a).

Adamiak et al. (2006) estudaram a interacdo da suplementacéo de &cido
graxo (0% vs 6% acido graxo de sais de calcio de 6leo palmitico) no
desenvolvimento de ovocitos pos-fecundacéo, colhidos de novilhas cruzadas
com baixo e moderado ECC. Compararam também a composicdo de acidos
graxos plasmatico, nas células da granulosa (CG) e no complexo cumulus-
ovacito (CCO) e relacionaram com o potencial de desenvolvimento dos
ovocitos. Foi relatado que, altas concentracdes de acidos graxos na dieta
reduziram o numero de blastocistos em novilhas com escore de ECC baixo,
mas ndo no moderado. As alteragbes induzidas pela dieta no contetdo de
acidos graxos no plasma e nas CG foram menos aparentes do que nos CCOs.

Foi observado também, que ha uma captacdo seletiva de acidos graxos
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saturados pelos foliculos. Assim, a concentracdo de acidos graxos saturados
dentro dos CCOs foi elevada, e aumentos posteriores nos teores de acidos
graxos podem ter comprometido o desenvolvimento pds-fecundacéo,
provavelmente por comprometer a fluidez da membrana plasméatica. Houve
uma reducdo significativa no conteddo de AGP n-6 (&cido linoléico e
aracdoénico) dentro das CCOs de novilhas com ECC moderado comparadas as
de ECC baixo, justificando a menor taxa de clivagem de ovdcitos para novilhas
com moderada condicdo. Estes acidos graxos sao precursores para sintese de
prostandides e influenciam na ciclooxigenase-2, enzima que é expressa nas
células do cumulus e juntamente com a sintese de prostanoides, é requerida
para expansao do cumulus e maturacdo ovocitaria.

Novilhas que receberam gordura protegida aumentaram a quantidade de
acidos graxos total nos ovdcitos aspirados, porém isso ndo houve interferéncia
na qualidade dos embrides (ADAMIAK et al., 2004). Bilby et al. (2006a)
avaliaram o efeito de suplementos lipidicos enriquecidos com acidos graxos n-9
cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3
(18:3, linolénico) na qualidade ovocitaria e desenvolvimento folicular, entre 5
semanas antes do parto e 15 semanas apés paricdo. Nao observaram
diferencas no numero de foliculos aspirados e grau de ovdcitos, apesar do
namero de ovdcitos ter se apresentado maior para as vacas alimentadas com
acido graxo oléico. Se neste experimento houvesse um grupo de animais
alimentados sem a suplementacédo lipidica de acidos graxos talvez tivessem
encontrado diferenca na qualidade ovocitaria. Apesar disso, Zeron et al. (2002)
relataram maiores numeros de ovécitos e melhor qualidade ovocitaria em
ovelhas suplementadas com sais de calcio de éleo de peixe por 13 semanas

em relacdo ao grupo controle.

2.5.6 Resposta superovulatéria e qualidade embrionaria

Os embrides de bovinos e suinos possuem maiores quantidades de
gotas de lipidios, ao contrario de humanos e roedores. Essas gotas de gordura
fornecem energia durante a fecundacédo e desenvolvimento embrionario inicial.
Além disso, causam influéncia na sensibilidade a criopreservacao de embrides,

por mudancas na membrana lipidica (KIKUCHI et al., 2002).
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Kane et al. (1979) mostraram que os acidos graxos de cadeia longa
suportam o crescimento de um zigoto ao estagio de moérula em cultivo in vitro
por fornecer energia para 0 crescimento, bem como por modificar a
composicdo da membrana plasmatica. Sendo que, a deficiéncia de acidos
graxos n-6 em embrides esta associada ao retardo no crescimento embrionario
(KUBOW & KOSKI, 1995).

Embrides acima de quatro células possuem concentragcdes maiores de
acidos graxos insaturados, como acidos linoléico e oléico, em relacdo aos
saturados, pois os AGPs sao componentes da membrana lipidica e aumentam
rapidamente com a divisdo celular embrionaria. Adicionalmente, embrides de
gualidade excelente e de desenvolvimento avancado também possuem
maiores concentracfes de acido graxo linoléico e menores de acidos graxos
saturados (HAGGARTY et al.,, 2006). Deste modo, a suplementacao lipidica
para vacas de corte durante o periodo pds-parto pode influenciar o nimero e
gualidade de embrides (RYAN et al., 1992; THOMAS & WILLIAMS, 1996).

Outra funcéo atribuida a utilizacdo dos acidos graxos é a geracédo de
agua para o fluido da blastocele pela oxidacdo mitocondrial. A compactacao
entre os blastdmeros que precede a blastulagdo depende da composicdo de
lipidios da membrana plasmatica do embrido, que pode ser comprometida em
condicdes que alteram o conteudo lipidico artificialmente (McEVOY et al.,
2000). Neste sentido, ovocitos bovinos sob acdo de agente bloqueador da
oxidacdo de acidos graxos tém capacidade reduzida de formar blastocistos
(WATHES et al., 2007).

A composicdo de acidos graxos de embrides bovinos de D7 a D14 pos
IA foi relatada por Menezo et al. (1982), os quais observaram que a quantidade
de &cidos graxos de embribes D7 a D10 se mantém estavel. O &acido
aracdonico, precursor da sintese de prostaglandina foi detectado no dia 14,
provavelmente pela demanda no desenvolvimento embrionario. Nesse
momento h& elongacéo e dessaturacdo de acidos graxos, afetando também as
propriedades da membrana plasmatica. Blastocistos colhidos 16 e 19 dias pos
inseminacao sintetizam prostaglandinas in vitro através do acido aracdonico,
podendo ter agdo no aumento da permeabilidade vascular do endométrio antes
da implantacdo e contribuir para o crescimento e desenvolvimento embrionario,

durante o periodo de gestacao inicial (LEWIS et al., 1982).
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A inclusdo de AGP na suplementacdo dietética tem efeito positivo no
desenvolvimento embrionario (THANGAVELU et al., 2007). Além disso, pode
reduzir a sintese ovariana e endometrial de PGF2a, auxiliar o embrido a
produzir interferon tau, bem como alterar o ambiente da tuba uterina e do Utero,
contribuindo para o desenvolvimento embriondrio, redugdo na morte
embrionaria e conseqlente estabelecimento da prenhez (MATTOS et al.,
2004). De fato, a mortalidade embrionéaria foi menor para o grupo de vacas que
recebeu acido linolénico, quando comparado as vacas suplementadas com
linoléico ou O6leo de palma, o que esta relacionado a concentracdo de
progesterona. Entretanto as taxas de concepcéo e nascimento foram similares
para todos os tratamentos (PETIT & TWAGIRAMUNGU, 2006).

Ha escassa literatura relatando o efeito da suplementacédo de acidos
graxos na producédo e desenvolvimento embrionario de bovinos. Ndo se sabe
se 0s acidos graxos sdo mais importantes para o embrido em si ou para sua
implantagéo (PETIT et al., 2008). Além disso, ndo ha consenso dos efeitos
favoraveis ou néo nestes parametros, ao se fornecer AGP.

Fouladi-Nashta et al. (2007) realizaram um experimento com vacas de
alta producéo leiteira para determinar o efeito de dietas compostas de acidos
graxos nos ovocitos, durante curto periodo de alimentagdo. Observaram que
vacas alimentadas com dieta rica em gordura (800 g de Megalac/dia,
predominantemente acido graxo palmitico) no pos-parto apresentaram ovécitos
com maiores taxas de clivagem (blastocistos/clivagem) e desenvolvimento
(blastocistos/FIV, fecundacéo in vitro). Maiores porcentagens de embrides e de
blastocistos com maior quantidade de blastdmeros e células do trofectoderma
foram encontradas para animais suplementados com 800 g de Megalac/dia
(dieta com alta quantidade de gordura) em relacdo aqueles que receberam
dieta com baixa quantidade de gordura. Isso pode ser explicado pela menor
concentragdo plasmética de acidos graxos nao esterificados, pelo efeito
positivo dos acidos graxos na competéncia dos ovécitos e nas membranas
celulares ou citoplasma, resultando em beneficios para qualidade e
desenvolvimento embrionario.

Vacas de leite alimentadas com sais de célcio de &cidos graxos linoléico
e trans apresentaram maiores porcentagens de embrides de alta qualidade

(73,5% vs 51,5%, P = 0,06); de espermatozdides acessorios presos a zona
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pelucida/estrutura recuperada (34,3 vs 21,5, P < 0,001) e taxa de fecundacao
(87,2% vs 73,3%, P = 0,11) em relacdo aos animais que receberam o6leo de
palma. Entretanto, ndo houve diferenca no nimero de estruturas (45 vs 41) e
taxa de recuperacdo (embrides/numero de CL; 51,9% vs 54,9%; CERRI et al.,
2004).

Em um estudo (THANGAVELU et al., 2007), vacas holandesas lactantes
com 86 dias pos-parto, foram submetidas a dieta com gordura saturada
(principalmente acidos graxos palmitico e estearico), linhaca (rica em acido
linolénico) ou semente de girassol (rica em acido linoléico). Nao foi encontrado
efeito das dietas no numero de foliculos, CL, total de estruturas colhidas,
embrides transferidos e taxa de fecundacao. Por outro lado, a concentragédo de
progesterona antes do inicio do protocolo de superestimulacdo e o numero de
blastbmeros foram maiores para embrides produzidos em vacas alimentadas
com acidos graxos insaturados em relacdo ao grupo que recebeu gordura
saturada, mostrando o efeito da dieta acelerando o desenvolvimento
embrionario. Entretanto, neste experimento nao foi incluida a dieta sem
suplementacao de acidos graxos insaturados.

Kojima et al. (1997) avaliaram o efeito de dietas com acidos graxos
insaturados, linoléico; uma mistura de y-linolénico (metabodlito do acido
linoléico), linoléico e oléico; ou linolénico, no desenvolvimento de embrides de
fémeas suinas, suplementadas por 70 dias. O numero de CLs e embrifes, bem
como os embrides de melhor qualidade colhidos de animais que receberam a
mistura de acidos graxos foram maiores do que para 0s outros grupos, apesar
de que ndo houve diferenca no diametro de blastocistos expandidos.
Entretanto, por se tratar de dietas com quantidade de proteinas, lipidios,
vitaminas e aminoacidos diferentes entre si, pode ser que outros componentes
produziram este efeito benéfico.

Em estudo recente, Childs et al. (2008b) compararam dietas com acido
graxo saturado ou com AGP n-3, isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas por
50 dias antes do protocolo de superestimulacdo para novilhas de corte.
Avaliaram o efeito da suplementacdo na producdo e qualidade embrionaria,
baseando-se para isto, na morfologia e expressdo génica dos mesmos. Nao
houve efeito da suplementacdo de AGP n-3 no numero de ovulacbes, no

nimero total de ovécitos ndo fecundados e embrides colhidos, bem como no
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nimero de embrides graus 1 e 2. Por outro lado, o nimero de embrides
degenerados foi reduzido para as novilhas que receberam dieta de AGP n-3.
Isto pode ter ocorrido, devido a um incremento na qualidade ovocitaria e no
transporte espermatico, a alteracées no ambiente do oviduto pela ativacdo de
prostaglandinas da série 3, menos potentes para lutedlise ou mesmo na
expressdo génica uterina e sobrevivéncia embrionéria.

Bader et al. (2005) ndo observaram aumento na qualidade e quantidade
de embrides colhidos de vacas de corte superovuladas no periodo pés-parto e
submetidas a suplementacéo lipidica por 40 dias antes do parto. Talvez a falha
em ndo encontrar diferencas nestes resultados através da dieta lipidica, foi
devido ao ndo uso de métodos, como mensuracdes diretas do perfil de acidos
graxos dos embrides ou avaliar a subsequente fertiidade de embrides
criopreservados. Novilhas holandesas receberam concentrados formulados
com linhaca (acido linolénico) ou soja (rico em linoléico) antes da OPU. Nesse
estudo também n&o foi encontrada diferenga entre 0s grupos experimentais
para o numero e a qualidade ovocitaria, ovocitos inseminados e clivados, bem
como para o numero e a qualidade embrionaria, sugerindo que o tipo de acido
graxo (linoléico ou linolénico) ndo altera numero e qualidade dos ovécitos e
embrides produzidos pela OPU (PONTER et al., 2006a).

Avaliando o efeito do tipo de acido graxo em doadoras e receptoras,
Petit et al. (2008) forneceram como suplemento de gordura, linhaca (rica em
acido graxo linolénico) ou sais de calcio de acido graxo palmitico (Megalac), em
dietas isoenergéticas e isoprotéicas. As doadoras tiveram o inicio do protocolo
de superovulacdo, ap6s 80 dias de alimentacdo. Ja, as receptoras foram
submetidas a esta dieta 8 semanas antes da sincronizac¢édo do estro até 50 dias
de gestacdo, de forma que as novilhas foram inovuladas com embrides
congelados provenientes dos dois grupos de doadoras. Nao houve diferenca
entre os tratamentos para numero total de estruturas colhidas, entretanto, o
grupo suplementado com Megalac apresentou maior taxa de fecundagéao e
namero de embrides viaveis, e menor porcentagem de embrides degenerados
em relacdo ao grupo que foi suplementado com 6leo de linhaca. A inibicdo do
desenvolvimento embrionario neste Ultimo grupo pode estar relacionada com o
namero de pontes duplas do acido graxo, como consta na dieta com 0Oleo de

linhaca e a uma maior maturacdo do ovocito provocada por este AGP. Além
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disso, deve-se a menor digestibilidade do 6leo de linhaca, contribuindo para
diminuicdo do numero de embrides graus 1 e 2. A taxa de prenhez para as
receptoras foi similar para os grupos suplementados com gordura linhaca (rico
acido graxo linolénico) ou sais de calcio de acido graxo palmitico (Megalac).
Esses resultados levam a sugerir que outros fatores além da PGF2a, estédo
envolvidos apds a transferéncia de embrides, pois o acido linolénico ndo foi
capaz de modificar o ambiente uterino das receptoras. Deste modo, a dieta de
acidos graxos nao afetou a integridade embrionaria pos-descongelacéo, o que
pode estar ligado a uma similar concentracdo de gordura nos embrides
produzidos dos dois grupos (PETIT et al., 2008). Entretanto, neste experimento
nao foi incluida a dieta sem suplementacao de acidos graxos insaturados.

Novilhas de corte submetidas a dietas isoenergéticas e isoprotéicas
ricas em lipidios de 6leo de soja ou dieta sem a adicdo de gordura ndo
mostraram diferencas quanto ao numero de estruturas, embrifes transferiveis,
ovocitos ndo fecundados, embrides degenerados colhidos, bem como no
namero de embrides congelaveis (RYAN et al., 1992). Da mesma forma,
diferentes suplementos lipidicos enriquecidos com acidos graxos n-9 cis (18:1c,
oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2, linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3,
linolénico) ndo afetaram a taxa de clivagem, o estagio de desenvolvimento, a
proporcdo de ovdcitos que se tornaram blastocistos, nem 0 numero de
blastdbmeros em moérulas e blastocistos (BILBY et al, 2006a). Pereira et al.
(2001) também ndo encontraram efeito na maturacdo ovocitaria e no
subsequente desenvolvimento embrionario quando incrementaram acido
aracdonico no meio de cultivo in vitro.

A suplementacdo lipidica com AGP n-6 por 4 semanas, proximo a
concepcdo ndo afetou o tamanho dos conceptos colhidos de ovelhas,
entretanto tais animais apresentaram no dia 13 pds-cépula, maior numero de
conceptos machos do que fémeas, apesar da producdo de interferon t néo
diferir (GREEN et al., 2008b), de acordo com Bilby et al. (2006b). Uma das
explicagBes do efeito da dieta no desvio do sexo € a acdo direta dos AGPs no
foliculo, os quais poderiam causar efeitos na maturacao folicular levando os
ovécitos a serem maturados tardiamente e por alguma razdo, ainda
desconhecida, seriam fecundados por espermatozdides Y. Outra possibilidade

levantada por Green et al. (2008b) para explicar o desvio do sexo provocado
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pelos AGPs é que os ovdcitos que possuem altas concentracdes de acido
linoléico podem ter preferéncia ao recrutamento de espermatozoéides Y, através
de moléculas sinalizadoras derivadas de AGP. Por outro lado, Ambrose et al.
(2006) nao observaram diferenca na proporcao entre sexos de bezerros
nascidos de vacas de leite alimentadas com dietas contendo &cido linoléico ou
linolénico. Na suplementacdo de acido linoléico ao meio de cultivo de zigotos
nao houve diferenca na proporcdo de sexos para 0os embrides produzidos in
vitro (PEREIRA et al., 2008).

Além dos AGPs serem importantes como um tipo de energia e por
comporem as membranas celulares, podem agir diretamente na regulacao de
genes envolvidos na sintese de prostaglandina e na sobrevivéncia embrionaria.
Coyne et al. (2008) suplementaram por 45 dias novilhas de corte com dieta rica
em Aacidos graxos n-3, as quais apresentaram maior expressao génica, em
tecidos endometriais para o gene prostaglandina E sintase, o qual possui
associacdo com o desenvolvimento embrionario; e PPAR a e 9, genes
envolvidos na inibicdo da producédo de PGF2a, em relagcédo ao grupo de animais
gue recebeu dieta com acido palmitico.

Apesar dos genes PPAR-a e & serem ativados por acidos graxos de
cadeia longa, a diferenca encontrada nas concentracdes circulantes de AGP de
novilhas suplementadas com &cido graxo saturado ou n-3 ndo interferiu na
expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario (CHILDS et
al., 2008b).

2.5.7 Criopreservacao de embrides

Os lipidios possuem papel importante no estoque de energia, na
estrutura celular; na modificacdo de propriedades fisicas e na funcao
metabdlica das membranas bioldgicas, incluindo fluidez e proliferacédo celular,
sendo que o numero e posicdo da dupla ligagdo dos acidos graxos influenciam
nestas propriedades. Os fosfolipidios e colesterol s&o importantes
componentes para formacdo das membranas bioldgicas, as quais sao
requeridas durante a divisdo celular apo6s a fecundacdo. Por sua vez, 0s
trigliceridios representam uma reserva compacta de estoque de energia
(MCEVOY et al., 2000; KIKUCHI et al., 2002).



38

O perfil de acidos graxos e a razdo saturado/insaturado influenciam nas
propriedades fisicas da membrana plasmatica, afetando a resisténcia e a
criopreservacao dos embrides (CLANDININ et al., 1991; ZERON et al., 2002),
sendo que estas propriedades sao alteradas por fatores externos, tais como
temperatura e dieta (ZERON et al., 1999). Assim, os lipidios da membrana
celular podem ser manipulados através da nutricado e meio de cultivo.

Na criopreservacao, ocorrem mudancas na fluidez da membrana, a qual
se torna mais rigida. Isto ocorre em um periodo denominado fase de transicéo,
na qual ocorrem as crioinjurias. Os danos desta fase podem ser eliminados
durante o resfriamento, através de altas taxas de resfriamento ou utilizando-se
estratégias para que a fase de transicdo ocorra em temperaturas menores
(SEIDEL, 2006).

A membrana citoplasmatica é o principal sitio de crioinjuria e a
composicdo de acidos graxos da membrana influencia nesta fase de transigéao.
Neste sentido, mudancas no perfil de acidos graxos ou alteragcdes moleculares
de lipidios afetam a fluidez da membrana plasmatica e consequente resisténcia
a criopreservacao, podendo contribuir para aumentar a fluidez da membrana
plasmatica e obter sucesso no processo de criopreservacdo (McEVOY et al.,
2000). Miller Junior et al. (2005) observaram que um grau minimo de fluidez da
membrana é requerido para inser¢cdo de crioprotetores dentro da membrana
plasmatica do espermatozoide, o que pode facilitar a desidratacdo. Deste
modo, justifica-se a dificuldade para congelacdo de espermatozoides de
suinos, 0s quais possuem baixos niveis de &cido graxo DHA em sua
membrana.

Havia menor contetudo de acido aracddnico e acidos graxos insaturados
em ovocitos imaturos congelados e descongelados. Estas menores
concentracdes estdo associadas a defeitos oxidativos da membrana lipidica do
ovQcito, durante o processo de criopreservacao. Neste sentido, o estoque do
precursor do acido aracdonico, o linoléico, é importante, pois menores seréo 0s
riscos de lesbes de membrana por radicais livres. Ovoécitos descongelados
também apresentaram perdas no conteudo fosfolipidico em relacdo a ovocitos
frescos. Além disso, podem apresentar maior proporcéo colesterol:fosfolipidios,
levando a diminuicdo da fluidez da membrana e reducéo de tolerancia a baixas

temperaturas (KIM et al., 2001). Entretanto, Hochi et al. (1999) afirmam que
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alta quantidade de &cido graxo linoléico pode possuir efeito negativo na
criopreservacao de embrides bovinos, por propiciar maior geracédo de radicais
livres.

Pereira et al. (2007) adicionaram ao meio de cultivo de embrides acido
graxo linoléico conjugado trans-10 cis-12 (AGC) e obtiveram redugédo do
acumulo de lipidio no embrido com conseqiente melhora na taxa de
sobrevivéncia durante a criopreservacao. O efeito do AGC pode ser explicado
pelo aumento da fluidez da membrana plasmatica (nivel de insaturacéo) devido
a incorporacdo do &cido graxo linoléico conjugado na membrana embrionaria
durante o cultivo. Além disso, o acido linoléico induz modificagdes no perfil de
acidos graxos da membrana, seja no conteudo de triglicérides, ou diretamente
nos niveis de acidos graxos saturados ou insaturados, o que contribui para o
aumento da resisténcia embrionaria a criopreservagcdo. Hochi et al. (1999)
também perceberam aumento na taxa de sobrevivéncia de morulas pos-
descongelacdo que foram cultivadas em meio adicionado de acido linoléico.

Trabalhando com embrides biopsiados e néo biopsiados, cultivados com
AGC, Pereira et al. (2008) observaram que os embrides cultivados neste meio
possuiam maior viabilidade do que embrides controle e que apresentaram
menor nimero de gotas de lipidio no citoplasma, aumentando a resisténcia dos
embrides a micromanipulacao e criopreservacao.

A suplementacdo com AGP interfere na fluidez da membrana
plasmatica, por provocar menor temperatura da fase de transi¢do de lipidios.
Isto foi observado em uma maior integridade da membrana plasmética de
ovocitos poés-descongelacdo oriundos de ovinos suplementados com acidos
graxos de cadeia longa by pass (ZERON et al., 2002). Resultados similares
foram obtidos para ovocitos de bovinos que durante o inverno, apresentaram
maior quantidade de fosfolipidios na membrana plasmética e
consequentemente maior habilidade de desenvolverem a estéagio de blastocisto
do que no verdo (ZERON et al., 2001). Da mesma forma, Kojima et al. (1996)
relataram um maior numero de embrides suinos com nucleos viaveis poés-
descongelacdo para o grupo suplementado com &cido linoléico, sugerindo-se
uma influéncia dos AGP na composicgéo lipidica, na membrana citoplasmatica.

Tominaga et al. (2000) com o intuito de determinar o efeito da adi¢cao de

acido linoléico ao meio de cultivo antes da congelacdo, avaliaram a
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sobrevivéncia de embrides bovinos de 16 células produzidos in vitro. Como
resultado, houve maior taxa de desenvolvimento a estagio de blastocisto para
embrides de 16 células descongelados e que foram cultivados em meio
suplementado com acido linoléico, do que aqueles cultivados sem este acido
graxo. Este efeito benéfico do acido linoléico no desenvolvimento embrionario
pés-descongelacdo pode ser resultado do aumento do conteido de AGP na
membrana plasmatica antes da descongelacdo, aumentando desta forma a

fluidez desta e consequientemente a habilidade de congelacdo de embrides.
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3. OBJETIVO

Em funcédo dos efeitos observados com a suplementacdo com &cidos
graxos poliinsaturados na literatura, o objetivo deste experimento foi avaliar as
respostas superestimulatéria e superovulatéria, a quantidade e qualidade
embrionéaria, as concentracbes plasmaticas dos horménios IGF-I e insulina,
bem como a resisténcia a criopreservacdo através de congelacdo ou
vitrificagdo de embrides produzidos in vivo de novilhas zebuinas
suplementadas com gordura protegida ruminal, Megalac-E® (CHURCH e
DWIGHT COMPANY).
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4. HIPOTESES

Fémeas bovinas suplementadas com gordura protegida apresentam
resposta superovulatéria e producdo embrionaria similares aquelas
suplementadas com uma dieta isoenergética, porém sem adi¢cdo de gordura.

Embrides provenientes de novilhas suplementadas com gordura
protegida sdo mais resistentes ao processo de criopreservacdo do que aqueles
colhidos de novilhas suplementadas com uma dieta isoenergética, porém sem
adicao de gordura.

A técnica de vitrificacdo para de criopreservacdo de embrides
apresenta vantagens em relacéo a técnica de congelacédo convencional por ser

mais rapida, simples e por preservar melhor a integridade embrionaria.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada em Brasilia-DF (15°52’ a
15°56’S e 48°00° a 48°02' W), com altitudes que variam de 1050 a 1250 m
(WALTER & SAMPAIO, 1998), entre os meses de fevereiro e julho de 2008.

5.2 Animais

Quarenta novilhas da raca Nelore nao lactantes com idade entre 24 e 36
meses foram utilizadas em um experimento tipo “cross-over” com duas
repeticdes e intervalo de aproximadamente 60 dias entre a colheita de embrido
da primeira réplica e o inicio do protocolo de superovulacdo da segunda
réplica.

Todos os animais foram submetidos a avaliacdes ultra-sonogréficas
ovarianas semanais desde o inicio do experimento para acompanhamento da
ciclicidade (presengca de CL em pelo menos uma de duas avaliagdes
consecutivas). Estas avaliagbes ultra-sonograficas foram realizadas por um
anico operador, utilizando um aparelho de ultra-som em tempo real (Aloka
SSD-500 V; Aloka Co., Toquio, Japao) com transdutor linear trans-retal de 7,5
MHz. Na primeira repeticdo havia oito e sete animais em anestro para 0S
grupos que receberam gordura protegida ruminal e controle, respectivamante.
Para segunda repeticdo, sete e oito novilhas estavam anovulatérias para tais
grupos experimentais. Com o propésito de induzir ciclicidade nessas novilhas
consideradas pré-puberes, utilizou-se, sem sucesso, um dispositivo intravaginal
de liberacdo de progesterona (1,9 g de progesterona natural, CIDR®, Pfizer,
Hamilton, Nova Zelandia) em todos os animais por 7 dias, associado a
aplicacées i.m. de 25 mg de PGF2a (Dinoprost Trometamina, Lutalyse®, Pfizer,
Paulinia, Brasil) no momento de insercdo e retirada do dispositivo. Este
tratamento ocorreu entre a segunda e terceira semana de cada repeticdo
experimental. Mesmo as novilhas ciclicas receberam o dispositivo por uma

guestao de homegeneidade de tratamento.
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O presente experimento esteve de acordo com as regras do Comité de
Etica na Experimentacdo com Animais da Universidade Estadual Paulista e foi

aprovado com o numero de protocolo 19/2007 - CEEA.
5.3 Dietas experimentais

As novilhas foram divididas, aleatoriamente em dois grupos
experimentais: C = Controle e G = Suplementacdo com gordura protegida
ruminal, no concentrado. Ao inicio do fornecimento das dietas experimentais,
os animais dos grupos C e G apresentavam peso de 356,1 + 7,8 Kg e 361,7
7,4 Kg e ECC médios (escala de 1 a 5; HOUGHTON et al., 1990) de 2,86 *
0,03 e 2,96 + 0,05, respectivamente.

O suplemento G foi formulado para fornecer 100 g de Megalac-E® (Arm
& Hammer, Rio de Janeiro, Brasil)/animal/dia, gordura “by pass” derivada de
Oleo de soja que possui predominancia de acido linoléico em sua composicao
(Tabela 1). Nos primeiros 46 dias de dieta experimental, os animais receberam
800 g de concentrado/novilha/dia para o grupo C e 500 ¢
concentrado/novilha/dia para o G.

ApOs este periodo, devido a problemas de consumo total diario dos
suplementos, adicionou-se 100 g de milho moido por cabeca/dia em cada um
dos tratamentos, com o propésito de elevar a palatabilidade, resultando em um
fornecimento diario de 900 g de concentrado/novilha/dia para o grupo C e 600

g concentrado/novilha/dia para o G até o final do experimento.
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TABELA 1. Porcentagem dos principais acidos graxos encontrados na gordura

protegida, Megalac-E®.

Nome acido graxo Simbolo %
Laurico C12:.0 0,89
Palmitico C16:0 13,85
Estearico C18:0 4,01
Elaidico C18:1 not 3,18
Oléico C18:1 n9c 17,92
Linoléico C18:2 n6c¢ 49,09
Arquidico C20:0 0,84
Cis-11-Eicosendico C20:1 0,6
Linolénico C18:3n3 4,39
Heneicoisandico C21:.0 18
Behénico C22:0 0,68

Nota: Dados fornecidos pelo fabricante do Megalac-E (Arm & Hammer, Rio de

Janeiro, Brasil).

Os ingredientes e os niveis de garantia utilizados para cada suplemento

experimental se encontram nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.
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TABELA 2. Porcentagem relativa aos ingredientes utilizados na composi¢céo

dos suplementos experimentais com gordura protegida ruminal (G) e controle

(©).

Componentes

% suplemento com gordura

protegida ruminal

% suplemento Controle

Fosfato bicalcico
Carbonato de calcio
Sulfato de calcio

Flor de enxofre

lodato de calcio
Oxido de magnésio
Sulfato de zinco
Sulfato ferroso
Sulfato de manganés
Sulfato de cobre
Selenito de sddio
Sulfato de cobalto

Sal comum

Uramido 40

Farelo de soja tostada
Agalmatolito

Milho

Vitamina A-1000000/g
Vitamina E-500/g
Vitamina D3-500000/g
Megalac -E

TOTAL

12,5

1,0
0,8
0,006
0,8
0,2
0,08
0,1
0,1
0,002
0,01
17,0
13,0
15,0
4,0
15,3
0,003
0,01
0,004
20,0
100

7,8
2,5
0,6
0,5
0,004
0,5
0,1
0,05
0,06
0,09
0,001
0,008
10,6
10,0

51
62
0,002
0,008
0,003

100
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TABELA 3. Niveis de garantia dos suplementos com gordura protegida ruminal

(G) e controle (C) previamente e posteriormente a adicdo de milho moido.

Antes da adi¢é@o de milho

ApoOs a adicdo de milho

_ Suplemento Suplemento com
Niveis de Suplemento Suplemento
. com gordura gordura
garantia/Kg . Controle (C) ] Controle (C)
protegida (G) protegida (G)

Célcio (%) 4,6 2,9 3,9 2,6
Cobalto (mg/kg) 24 15 20 13,3
Potéssio (%) - - - -
Cobre (mg/Kg) 337,5 210,9 281,3 187,5
Enxofre (%) 1 0,63 0,8 0,6
Ferro (mg/Kg) 225,1 140,7 187,6 125,1
Fldor (max.)

225 140,6 187,5 125
(mg/kg)
Fosforo (%) 2,4 15 2,0 1,4
lodo (mg/Kg) 35,9 22,4 29,9 20,0
Magnésio (%) 0,5 0,3 0,4 0,3
Manganés (mg/Kg) 300 187,5 250 166,7
Selénio (mg/Kg) 7,2 4.5 6,0 4,0
Saédio (%) 6,7 4,2 5,6 3,7
Zinco (mg/Kg) 472,5 295,3 393,8 262,5
Cromo (mg/Kg) - - - -
PB (%) 28,2 18,1 25,0 17,1
Vitamina A (UI/Kg) 30000 18750 25000,00 16666,7
Vitamina E (UI/Kg) 60 37,5 50 33,3
NDT (%) 83,5 52,6 84,1 56,4
NNPEPM (%) 19,5 12,2 16,3 10,8
Vitamina D3

20000 12500 16666,7 111111

(UI/KQ)

Os suplementos se tornaram

isoenergéticos e

isoprotéicos pela

manipulagdo do consumo, baseando no consumo estimado previamente a

adicdo de milho. A ingestéo diaria estimada para as dietas experimentais por

animal esta apresentada na Tabela 4.
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TABELA 4. Ingestdo diaria estimada de nutrientes dos concentrados com
gordura protegida ruminal (G) e controle (C) por animal previamente e

posteriormente a adicdo de milho moido.

Suplemento G

Suplemento C

Previamente a
adicdo de milho

Posteriormente a
adicdo de milho

Previamente a adicéo
de milho moido

Posteriormente a
adicdo de milho

moido moido moido
Calcio (mg) 232 232 23.4 23.4
Cobalto (mg) 120,0 120,0 120,0 120,0
Potassio (g) - - - -
Cobre (mg) 1687,5 1687,5 1687,5 1687,5
Enxofre (g) 5,0 5,0 50 50
Ferro (mg) 1125.6 1125.6 11256 1125,6
(Fri]“;)r (max.) 1125,0 1125,0 1125,0 1125,0
Fésforo (g) 12 12,1 11,9 12,1
lodo (mg) 179,6 179,6 179,6 179,6
Magnésio (g) 2,5 2,5 2,6 2,6
Manganés (mg) 1500,0 1500,0 1500,0 1500,0
Selénio (mg) 36,0 36,0 36,0 36,0
Sédio (g) 337 337 33,7 337
Zinco (mg) 23625 23625 23625 2362,5
Cromo (mg) - - - -
PB (g) 140,9 149,9 144.9 1539
E’r:fg;“'”a A 150000,0 150000,0 150000,0 150000,0
z’rgg?'”a E 300,0 300,0 300,0 300,0
NDT (g) 417,4 504,4 420.,8 507,8
NNPEPM (g) 975 97,5 97,5 975
z’rgg;“'”a D3 100000,0 100000,0 100000,0 100000,0

Os animais também foram mantidos em sistema de pastejo com
Brachiaria decumbens, com agua a vontade.

As duas dietas experimentais foram formuladas para atender o0s
requerimentos de mantenca para novilhas em crescimento e foram fornecidas
uma vez ao dia, durante 67 (primeira repeticdo) ou 70 (segunda repeticdo) dias
até as colheitas de embrides.

O consumo dos suplementos foi estimado pela pesagem diaria da sobra

do cocho, antes do fornecimento da proxima alimentacéo.
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5.4 Manejo dos pastos

Os animais foram manejados em sistema de rodizio em seis piquetes de
5 ha, e para eliminar o efeito de piquete, a rotacado dos animais nos piquetes foi
realizada baseando-se no periodo de crescimento da forrageira (28 dias). A
taxa de lotacdo (unidade animal/ha) para ambos 0s grupos experimentais, C e
G, foi de 3,2 UA/ha.

5.5 Avaliagdes de escore de condicdo corporal e pesagem

Durante o experimento foram realizadas avaliagcbes semanais de ECC e
mensais do peso corporal dos animais para monitoramento do efeito das dietas

no estado fisico das fémeas.

5.6 Superovulagéo

Apdbs 50 dias de fornecimento dos respectivos suplementos, todas as
novilhas receberam protocolo para sincronizacdo da emergéncia da onda
folicular, aplicando-se 2 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE, Estrogin®,
Biofarma Quimica e Farmacéutica, Jaboticabal, Brasil), juntamente com a
insercdo de um CIDR® no DO do protocolo (Figura 1). No D4,5 foram iniciadas
as oito aplicacdes i.m. de FSH, em doses de 14; 14; 10,5; 10,5; 7; 7; 3,5 e 3,5
mg a cada 12 h, totalizando 70 mg de NIH-FSH-P1 de FSH suino (Folltropin®-
V, Bioniche Animal Health Canada Inc, Belleville, Canada). No momento da
quinta e sexta aplicacbes de FSH, foram realizadas aplicacGes i.m. de 25 mg
de PGF2a. Simultaneamente a sétima aplicacdo de FSH, foi retirado o implante
intravaginal de progesterona. Doze h apdés a ultima aplicacdo de FSH, ovulacdo
foi induzida com 0,05 mg de GnRH (Acetato de Gonadorelina; Gestran Plus®;
ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina) e as IAs foram feitas 12 e 24 h apos a
aplicacdo de GnRH (D9). Para todas as IAs utilizou-se sémen congelado de um
mesmo touro da raca Nelore e mesma partida, testado e aprovado previamente
em testes pds-descongelacao, inclusive em protocolo de fecundagéo in vitro.

Sete dias apds a primeira IA, os embrides foram colhidos.
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Apos a colheita dos embrides, cada novilha recebeu duas inje¢des i.m.
de 25 mg de PGF2q, sendo a primeira no dia da colheita e a segunda, 1 a 7
dias apés. Uma nova SOV foi realizada, 60 dias depois e os tratamentos foram
invertidos (“cross-over”), ou seja, os animais do grupo G passaram para o

grupo C e vice-versa (Figura 1).

Gordura protegida (G)
Controle (C)

DO D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D16
FSH
BE FSH (I:AS/_il—_i) &s/% Fﬁg F(n(/l’g) U S+(M) 1A us (M) colheita
+ +
P4 us PGF (T) 1P4 (T) Gestran() | M/D US+(M)
Q)]
CROSS-OVER

FIGURA 1. Esquema do delineamento experimental, mostrando o periodo de
fornecimento das dietas experimentais (G = Gordura protegida ruminal e C =
Controle), os protocolos hormonais para sincronizacdo da ovulacdo e
superestimulacdo, bem como as avaliaces ultra-sonogréficas. BE = Benzoato
de estradiol (2 mg; Estrogin®); FSH (total de 70 mg; Folltropin®); GnRH =
Lecirelina (50 pg; Gestran Plus®); PGF = Prostaglandina F2a (25 mg;
Lutalyse®); P4 = dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®); US =

avaliacdo ultra-sonografica; M = manha; T = tarde; 1 = insercao; | = retirada.
5.7 Colheita embrionaria

Para a realizacdo das colheitas de embrides, as novilhas foram contidas
em tronco individual e foi feita a anestesia peridural com cerca de 3 mL de
lidocaina a 2% (cloridrato de lidocaina; Anestésico L®; Pearson Sautde Animal,
Eurofarma, S&o Paulo, Brasil). A técnica de colheita utilizada foi a de lavagem

uterina nao cirargica, com 1 L de Dulbeco phosfhate buffered saline (DPBS) por
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animal. Para tal procedimento, o baldo do catéter de Foley foi posicionado no
corpo uterino justaposto ao Ostio cranial da cérvix (CASTRO NETO et al.,
2005). Apds a lavagem uterina, o utero foi preenchido com DPBS e o catéter
mantido no local com sua abertura lacrada por uma presilha de filtro de
colheita. Em seguida, as novilhas foram soltas e retornaram ao tronco 30 a 40
min depois, para a colheita do DPBS que estava no Utero e a realizacdo de um
segundo lavado com um volume adicional de 500 mL de DPBS. O fluido
recuperado do Utero foi colhido em filtro de 75 um com devida identificacdo
para cada animal e transportado para o laboratério, onde os embrides foram
capturados e avaliados em um estereomicroscopio (Zeiss — Stemi SV6,
Holanda). Os embrides foram entdo, classificados segundo o grau de
desenvolvimento e qualidade, de acordo com as normas da Sociedade
Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE), descritas no Manual de
transferéncia e micromanipulacdo de embrides nas espécies bovina e equina,
Embrapa (2008) e por Ahmad et al. (1995); e mantidos em meio de
manutencdo (TQC Holding Plus®, Bioniche, Pullman, WA) sobre uma placa
aguecedora a 30°C até o processo de criopreservacdo. Os estagios dos
embrides colhidos de cada grupo experimental foram referenciados da seguinte
forma: o numero 4 representou os embrides em estagio de moérula; 5,
blastocisto inicial; 6, blastocisto e 7, blastocisto expandido, similar ao utilizado
por Souza et al. (2007).

5.8 Avaliagdes ultra-sonograficas relacionadas a SOV

Exames ultra-sonogréficos ovarianos foram realizados no ato da
primeira e ultima aplicacdo de FSH para avaliar a populacdo folicular e a
resposta superestimulatéria ao final do tratamento com FSH (Figura 1). Obteve-
se, deste modo, um numero indicativo da quantidade de foliculos que
cresceram em resposta ao tratamento superestimulatério com FSH. No dia da
primeira aplicacdo de FSH a avaliacao folicular considerou todos os foliculos
pequenos (2 a 4 mm de diametro). Entretanto, nos exames realizados no dia da
ultima aplicacdo de FSH para avaliar nimero de foliculos superestimulados

foram considerados apenas os foliculos com didmetro = 6 mm.
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A resposta superovulatéria também foi avaliada pela ultra-sonografia 2 e
7 dias apos a inducao de ovulagcdo. No segundo dia pos indugédo da ovulacao
(D10), foi realizada a contagem do numero de foliculos ndo ovulados com
diametro = 6 mm e 7 dias apds a aplicacdo de GnRH, a avaliacdo do niumero
de CL (Figura 1). Para o célculo do nimero estimado de CL, foi realizada a
média aritmética entre niamero de foliculos supostamente ovulados e 0 nimero
de CL, no momento da colheita dos embriées. Quando o nimero de estruturas
colhidas se apresentou maior que o numero estimado de CL, foi considerado
como o valor aproximado dos CLs o valor correspondente ao das estruturas
colhidas.

5.9 Técnicas de criopreservacao

Os embrides foram colhidos, classificados quanto ao grau de
desenvolvimento e qualidade e, de forma balanceada, foram separados os
embrides de grau | e Il (SBTE) dos dois grupos experimentais (G e C) para
serem vitrificados ou congelados pelo método convencional. Apos a divisdo dos
grupos de embribes a serem criopreservados, estes embrides foram
submetidos a passagem por 10 banhos no meio de manutencdo-Holding,

anteriormente a criopreservacao.
5.9.1 Congelacéo

O crioprotetor utilizado para o método de congelacédo foi o EG 1,5 M
(solucdo de tampéo fosfato salino com Bovine Serum Albumin, BSA 0,4% com
a adicdo de EG 1,5 Molar; Nutricell, Campinas, Brasil). Pelo qual, os embrides
passaram por cinco banhos e em seguida foram envasados em palhetas de
0,25 mL, sendo que permaneceram por um tempo total de 10 min imersos em
EG antes de se iniciar a congelacdo. As palhetas foram previamente
identificadas com um namero que representava o grupo tratamento, o numero
de embribes envasados, 0s estagios de desenvolvimento e grau de qualidade
embrionarios e a data da congelacdo. Apos o envase dos embrides, as
palhetas foram colocadas na maquina de congelacdo (TK 3000 SE®; TK,

Uberaba, MG), que ja estava estabilizada a -6°C. Antes de iniciar a curva de
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congelacdo, as palhetas permaneceram por 10 min estabilizando a -6°C, e
apos 2 min dessa estabilizacdo, foi realizado o seeding (inducdo da
cristalizacdo). Completando-se os 10 min de estabilizacao, iniciou-se a curva
padrdo de congelacdo (-0,5°C/min), atingindo uma temperatura no final da
curva de -32°C. Apdés o término da curva, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido (N,L) e armazenadas em botijdes com N,L para posterior

descongelacéo e avaliagao dos embrides em cultivo in vitro.
5.9.2 Vitrificagéo

Os embrides foram vitrificados de acordo com protocolo de Vatja et al.
(1998), utilizando-se o EG (puro; J. T. Baker, Edo. de México, México) e o
DMSO (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) como crioprotetores. Foram
preparadas duas solugdes de vitrificacdo: SV1 e SV2. A primeira foi composta
de TCM 199 com sais de Hank’s (Gibco) suplementado com 20% de soro fetal
bovino (SFB), solucdo denominada de HM (solucdo de manutencéo),
adicionada de 10% de DMSO e 10% de EG. A SV2 foi preparada com TCM
199 com sais de Hank’s (Gibco) com 0,5 M de sucrose suplementada com 20%
de SFB (SM; solucéo de sucrose), sendo que a esta solucao foram acrescidos
20% de DMSO e 20% de EG. As soluctes foram distribuidas em uma placa
Nunc® de quatro pocos e foram utilizadas palhetas OPS (Minitub, Hauptstr,
Alemanha) que foram previamente identificadas para envase dos embrides.

Todas as solugbes foram filtradas (0,22 pm) previamente ao uso e
durante todo o procedimento de vitrificacdo as solu¢cdes permaneceram a uma
temperatura entre 38 e 39°C. Para isto, a placa aquecedora foi ajustada para
41°C. Os embrides a serem vitrificados foram inicialmente colocados no
primeiro e segundo pocos da placa de Nunc® respectivamente, os quais
continham HM, utilizada para a lavagem das estruturas. Em seguida, os
embrides foram expostos durante 1 min a SV1, os quais foram retirados desta
solugdo com auxilio de um pipetador automatico calibrado para 2 plL,
transferidos para uma gota de 20 uL de SV2 e imediatamente colocados em
uma nova gota de 2 uL de SV2. Com os embrides na gota de 2 uL, a ponta da

OPS foi encostada neste meio e por capilaridade, os embrides juntamente com
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a SV2 entraram na palheta. Uma vez os embrides na OPS, esta foi entdo
mergulhada em N,L. O tempo decorrido desde o momento em que os embrides
foram expostos a SV2 até serem colocados em N,L ndo ultrapassou 20 s. As
OPS foram armazenadas em botijoes com N,L para posterior desvitrificacéo e

avaliacao dos embrides em cultivo in vitro.

5.10 Producado in vitro de embrides

Embrides produzidos in vitro foram utilizados como controle das
condicBes ideais da estufa e dos meios de cultivo in vitro, durante a avaliacédo
do desenvolvimento dos embrides desvitrificados e descongelados.

Ovarios foram obtidos de vacas em abatedouro localizados a uma
distancia de 40 Km do laboratério. Posteriormente, foram transportados em
solugdo salina (NaCl 0,9%) a 35°C, suplementada com penicilina G (100
Ul/mL) e sulfato de estreptomicina (50 pg/mL). A recuperacédo dos ovocitos foi
realizada em, aproximadamente, 3 h apés a colheita dos ovarios.

No laboratério, os complexos cumulus-ovacitos (CCOs) foram aspirados
de foliculos de 2 a 8 mm com escalpes 18G ligados ao sistema de vacuo com
pressao regulada para obter um fluxo médio de 10 mL/min. O liquido folicular
aspirado contendo os CCOs foi depositado em tubo coénico de 15 mL e
permaneceu em banho-maria (36°C). Em seguida, o contetudo do tubo foi
transferido para um filtro de 75 pm, onde foi lavado com solucéo tampéo fosfato
salina suplementada com penicilina a 100 Ul/mL e estreptomicina a 50 pg/mL;
e imediatamente, colocado em uma placa de petri 100 X 20 mm para
recuperacgéo e selecdo dos CCOs, com auxilio de estereomicroscopio (Zeiss —
Stemi SV6, Holanda). Somente CCOs que apresentavam citoplasma
homogéneo e com pelo menos trés camadas de células do cummulus foram
utilizados. Posteriormente, os CCOs selecionados foram lavados e transferidos,
em numero de 30 a 35 para cada gota de 200 pL de meio de maturacdo (TCM
199 com sais de Earl's suplementado com 10% de SFB, Gibco; 24 Ul/mL de
LH, Sigma; 10 ug de FSH, Sigma; 1 ug/ml de L-glutamina, Sigma; 100 Ul/mL
de penicilina, Sigma; e 50 ug de estreptomicina, Sigma) coberta com 6leo de
silicone e incubados por 22 h a 39°C em 5% de CO, em ar, em placa de petri
60 x 15 mm.
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ApoOs o periodo de maturagdo, os ovocitos foram lavados e transferidos
para gotas de 200 pL de meio de fecundacéo (TALP, meio de calcium-free
Tyrode’s albumin lactate pyruvate; PARRISH et al.[1995]; suplementado com
nmoL/mL de 2 mM de penicilamina, Sigma; 1 mM de hipotaurina, Sigma; 250
mM de epinefrina, Sigma; 10 ug/mL de heparina, Sigma e amicacina). O dia da
fecundacéo foi considerado o Dia 0 da PIV de embriées bovinos.

O sémen utilizado foi de um Unico touro (mesmo touro usado para a
producao in vivo dos embrides deste estudo) e de mesma partida, testado para
FIV e descongelado a 36°C por 30s. Posteriormente, uma aliquota do sémen
foi retirada para avaliacdo da motilidade e vigor e os espermatozoides foram
selecionados em um gradiente descontinuo de Percoll (45-90%, Amersham
Biosciences AB,Uppsala, Suécia). O gradiente de Percoll 45% foi preparado na
proporcao 1:1(v/v) de Percoll 90% e sp-TALP. O sémen foi depositado em
microtubo de 1,5 mL contendo 400 pL de Percoll 90% e 400 pL de Percoll 45%.
Apos centrifugacdo por 5 min a 5.400 x g, o pellet foi ressuspendido com meio
de lavagem (sp-TALP) e centrifugado novamente. Em seguida, o pellet
resultante foi ressuspendido em torno de 80 uL de meio de fecundacéo (TALP
suplementado com 2 mM penicilamina, 1 mM hipotaurina, 250 mM de
epinefrina e 10 pg/mL de heparina). A concentragdo espermética foi verificada
no hematocitdmetro para o calculo da dose inseminante em gota de 200 pL,
sendo que a concentracdo final foi de 1x10° espermatozéides/mL. Os
espermatozodides e ovocitos foram co-incubados por 20 h a 39°C com 5% de
COz em ar.

5.11 Cultivo in vitro dos embrides

Apés a co-incubacdo, os possiveis zigotos produzidos in vitro foram
transferidos para gotas de meio de fluido de oviduto sintético (SOF)
suplementado com aminoacidos essenciais e ndo essenciais 0,34 mM de tri-
citrato de sodio (Sigma), 2,77 mM myo-inositol (Sigma) e 5% de SFB (SOFaaci;
HOLM et al., 1999), e cultivados a 39 °C e 5% CO, em ar por 7 dias (D7). No
D7, os blastocistos de grau | produzidos in vitro foram transferidos para placas

com gota de co-cultivo com células do cummulus com 200 pL de SOF.
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A preparacdo das placas de co-cultivo para a avaliacdo do
desenvolvimento de embrides produzidos in vitro (controle) e in vivo foi
realizada 5 dias antes da descongelacéo/desvitrificacdo destes embrides. Para
isto, células imaturas do CCOs de cerca de 30 ovocitos foram colocadas em
placas com o meio de cultivo SOF e mantidas em estufa a 39°C e 5% de CO;
em ar para formacdo do tapete celular no fundo da placa e estabilizacdo do
meio.

Cada placa possuia cinco gotas de meio SOF cobertas com 6leo de
silicone. Sendo que, cada gota foi destinada para determinado tratamento:
grupos de embrides provenientes de novilhas que receberam o suplemento G e
que foram vitrificados (V) ou congelados(C), (GV e GC) ou provenientes de
novilhas que receberam suplemento C e que foram vitrificados ou congelados
(CV e CC) e embrides produzidos in vitro.

Para a descongelacdo dos embribes, as palhetas foram retiradas do
nitrogénio liquido, mantidas em temperatura ambiente por 5 s e imersas em
agua aquecida a 30°C por 20 s. Em seguida, os lacradores das palhetas foram
retirados e apo6s feito o corte na outra extremidade, com auxilio de uma
tesoura, 0 meio juntamente com os embrides contidos na palheta foi passado
para uma gota de 250 puL de meio Holding. Para completa reidratacdo, os
embrides foram lavados em mais trés banhos neste meio de manutencéo.
Posteriormente, apdés a lavagem em meio SOF (trés banhos), os embribes
foram transferidos para gota de cultivo correspondente ao grupo experimental
para avaliacdo de seu desenvolvimento.

Na desvitrificacdo, os embrides foram passados por uma sequéncia de
solugbes contendo concentragcdes decrescentes de sucrose, nas quais
permaneceram por 5 min em cada, para remocao dos crioprotetores presentes
no embrido. Tal procedimento foi realizado em placa de quatro pocos Nunc®,
contendo as solucdes de desvitrificacdo. As palhetas foram aquecidas por 3 s
no ar e em seguida a extremidade final da OPS foi colocada diretamente na
primeira solucdo de desvitrificacdo. Os po¢os um e dois possuiam cada um,
1000 uL de HM e 0,50 M de sucrose (400 uL de SM; solucdo de desvitrificacao
1, SD1). O pogo trés foi constituido de 1000 uL de HM e 0,25 M de sucrose

(200 uL de SM; solugao de desvitrificacao 2, SD2) e o pogo quatro, HM. Todas
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as solugdes foram filtradas (0,22 um) e pré-aquecidas na estufa, previamente
ao uso, além disso, mantidas entre 38 e 39°C com o auxilio de uma placa
aguecedora, durante todo o processo de desvitrificacéo.

A criotolerancia dos embrides foi avaliada pela taxa de eclosao,
baseando-se no desenvolvimento in vitro apos a desvitrificagdo/descongelacéo.
A taxa de eclosédo foi considerada como a porcentagem dos embrides que
estavam em eclosao e eclodiram durante os momentos de avaliagbes, em
relacdo ao numero total de embrides de cada tratamento submetido ao cultivo
in vitro. O tempo total de cultivo in vitro foi de 72 h, sendo que as avaliagbes do
desenvolvimento embrionario foram realizadas as 48 h e 72 h do inicio do
cultivo.

O tamanho de cada embrido, englobando a zona pellcida, foi
mensurado nos momentos das avaliacdes de desenvolvimento embrionario,
atraves do programa Motic Images Plus 2.0, por meio de uma ocular fotografica
acoplada a lupa Stem Zeiss SV-6. Entretanto, embrides em eclocdo e
contraidos ndo foram mensurados, por ndo apresentarem valores reais dos

respectivos tamanhos.

5.12 Colheitas e analise do sangue

As colheitas de sangue foram realizadas com aproximadamente 35 e 24
dias de suplementacao para as dosagens de IGF-I e insulina, respectivamente.
O sangue foi colhido por puncéo da veia jugular em tubos Vacutainer® de 9 mL,
contendo 100 pL de heparina sédica (Liquemine® 5000Ul/mL; Hoffmann-La
Roche, Brasiléia, Suica) e imediatamente centrifugado a 1529 x g por 15 min
para obtencdo do plasma. Em seguida, foi armazenado a -20°C para
mensuracdes posteriores das concentracdes de insulina e IGF-I.

A dosagem de insulina foi realizada através de radioimunoensaio e a de
IGF-I através de ensaio imunorradiométrico. Os kits utilizados para cada ensaio

e 0s respectivos coeficientes de variagao (CV) estao descritos na Tabela 5.
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TABELA 5. Descricdo dos kits utilizados e coeficientes de variagdo (CV) intra-
ensaio, valores extremos das curvas padrao e sensibilidade do ensaio, obtidos

nas dosagens hormonais realizadas.

_ ) CV intra-ensaio Sensibilidade do
Ensaio Kit Curva padréo )
(%) ensaio
Insulina Insulin RIA DSL-1600 8,9 5 a 300 pul/mL 1,3 yul/mL

Active® IGF-I IRMA sem
IGF-I total 19 8 a 1100 ng/mL 2,06 ng/mL
Extracdo DSL-2800™

5.13 Analise estatistica

As variaveis de contagem como, numero de foliculos = 3mm no inicio do
protocolo com FSH; resposta superestimulatoria; numero de foliculos néo
ovulados; numero de CL; niamero de estruturas totais; numero de embrides
congelaveis, degenerados e de ovdcitos ndo fecundados foram inseridos em
um modelo matematico que inclui os efeitos de periodo, ciclicidade aninhado
ao periodo e tratamento, além do efeito aleatério de novilha. Para isto, utilizou-
se 0 procedimento GLIMMIX do programa SAS, sob a metodologia dos
modelos lineares generalizados considerando para estas variaveis de
contagem uma distribuicdo de Poisson com funcdo de ligacdo logaritmica, de
acordo com Nelder e Wedderburn (1972). Excepcionalmente, para a variavel
média de estagio de desenvolvimento embrionario, considerou-se uma
distribuicdo normal com funcdo de ligacdo identidade sob 0 mesmo
procedimento.

Para a média de estagio de desenvolvimento e tamanho embrionario no
cultivo in vitro, o modelo inclui os efeitos de datas das avaliacdes, dieta, técnica
de criopreservacdo e a interacdo dieta*técnica. Neste caso, utilizou-se para
estas variaveis de distribuicho normal um modelo matematico com
procedimento GLIMMIX do programa SAS, sob a metodologia dos modelos
lineares generalizados com func¢des de ligacéo identidade.

Para a comparacdo da proporcdo morula:blastocisto entre os
tratamentos utilizou-se o teste do qui-quadrado, considerando o embrido

congelavel como unidade experimental.
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Para as variaveis de proporcao, como taxas de eclosédo 48 e 72 h apés
inicio do cultivo in vitro no modelo matemético foram incluidos os efeitos de
data de descongelacdo ou desvitrificacdo, dieta, técnica de criopreservacgao e a
interacdo dieta*técnica, utilizando o procedimento GLIMMIX do programa SAS,
considerando uma distribuicdo binomial com funcgéo de ligagéo logit.

As medidas repetidas de concentracdes médias de insulina, IGF-I, peso
corporal e ECC foram modeladas com a matriz de correlacdo auto-regressiva
de primeira ordem, utilizando o procedimento MIXED do SAS.

Relata-se ainda que, foram obtidas as correlagdes (método do Pearson)
entre as concentracdes de insulina e IGF-I e as variaveis tais como ECC, peso
corporal, média de estagio de desenvolviemento no momento da colheita,
namero de foliculos no inicio do tratamento com FSH, respostas
superestimulatéria e superovulatoria.

Todas as comparacfes estatisticas foram realizadas sobre as médias
ajustadas pelo método dos quadrados minimos com uma aproximacgao do teste
de qui-quadrado e estédo apresentadas na forma de médias e erros-padrao (EP)
com as distribuicdes nas escalas originais, pois estas podem ser facilmente

interpretadas.

6. RESULTADOS

6.1 Consumo das dietas

Antes da adicdo de 100 g de milho por cabeca/dia a ambos o0s
suplementos, observou-se consumo limitado do suplemento G em relacdo ao
seu consumo esperado (Tabela 6). Nesse periodo, o consumo médio diario nos
grupos G e C foi de 75,8% e 96,2% do esperado, respectivamente.
Posteriormente a adicdo do milho moido, obteve-se aproximag¢do do consumo
desejado dos suplementos em ambos os grupos, com 95,7% do fornecido no

grupo G e 98,0% do fornecido no grupo C (Tabela 6).
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TABELA 6. Consumos desejados e observados médios, nutrientes digestiveis
totais (NDT) e proteina bruta (PB) dos concentrados experimentais (G e C),

previamente e posteriormente a adicdo de milho moido.

Concentrado G Concentrado C
Consumo Consumo Consumo Consumo
desejado em observado em desejado em observado em

g/cabeca/d g/cabecal/d g/cabecal/d g/cabeca/d
Previamete a
adicéo do 500 379,1 800 769,7
milho moido
NDT (g) 417,4 316,4 420,8 404,9
PB (9) 140,9 89,2 1449 139,4
Megalac-E (g) 100 75,8 - -
Apoés adicédo do
milho moido 600 5747 900 882
NDT (g) 504,4 483,1 507,8 497,6
PB (g) 149,9 143,6 153,9 150,8
Megalac-E (g) 100 95,8 - -

Devido ao menor consumo meédio pelos animais do grupo G nos
primeiros 46 dias de periodo experimental, os concentrados diferiram quanto a
guantidade ingerida de NDT e PB nesse periodo (Tabela 6). Além disso, menor
quantidade de Megalac-E foi ingerida por animal/d, representando 75,8% da
guantidade esperada (Tabela 6).

Apos a adicdo de 100 g de milho/animal/d, ambos os suplementos se
tornaram isoenergéticos e isoprotéicos, aproximando-se do consumo desejado
(Tabela 6). Da mesma forma, o consumo do Megalac-E alcancou 95,8% do
desejado (Tabela 6).

6.2 Peso e escore de condicéo corporal

Apesar de os animais terem ganhado peso durante o experimento, ndo
houve diferenga entre os tratamentos em relacdo ao peso e ECC meédios dos
animais durante cada repeticao experimental (P > 0,10, Figuras 2, 3, 4 e 5). Tal
resultado era esperado, ja que 0s animais dos dois grupos experimentais

receberam suplementos isoenergéticos e isoprotéicos.
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FIGURA 2. Peso corporal (média + EP) dos animais que receberam
suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20) ou controle (C, n = 20),
na primeira repeticdo. Nao houve diferenca (P > 0,10) no peso corporal médio

entre 0s grupos experimentais.
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FIGURA 3. Peso corporal (média + EP) dos animais que receberam
suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20) ou controle (C, n = 20),
na segunda repeticdo. Nao houve diferenca (P > 0,10) no peso corporal médio

entre 0s grupos experimentais.
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FIGURA 4. Escore de condicéo corporal (ECC; escala de 1 a 5; média + EP) de
animais que receberam suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20)
ou controle (C, n = 20), na primeira repeticdo. Nao houve diferenca (P > 0,10)

no ECC médio entre os grupos experimentais.

—=—=Grupo G ==—Grupo C

3,5 - \#—4—:&::,—.—.

O T T T T T T T T T T 1
84 91 98 105 112 119 126 133 140 147 154

Escore de Condicéo Corporal
(ECC)
N

Dias em relagéo ao inicio da segunda repeticao

FIGURA 5. Escore de condicao corporal (ECC; escala de 1 a 5; média = EP) de
animais que receberam suplementos com gordura protegida ruminal (G, n = 20)
ou controle (C, n = 20), na segunda repeticdo. Nao houve diferenca (P > 0,10)

no ECC médio entre 0s grupos experimentais.



63

6.3 Resposta superovulatéria e producdo embrionaria

N&o houve diferenca entre os grupos experimentais G e C (P > 0,10)
guanto ao numero de foliculos ovarianos no momento da primeira aplicacédo de
FSH, a resposta superestimulatoria e ao numero de foliculos ndo ovulados,
conforme apresentado na Tabela 7. Por outro lado, foi observado que as
novilhas que néo estavam ciclando ao inicio da primeira repeticdo, mas nao da
segunda, apresentaram maior numero de foliculos =2 3 mm no momento da
primeira aplicacdo de FSH do que aquelas que ciclavam (36,1 + 2,5 vs 29,9 £
1,8; P = 0,04). Da mesma forma, neste periodo as novilhas que ndo estavam
ciclando responderam melhor ao tratamento superestimulatorio (29,3 + 2,7 vs
23,0+ 2,0; P = 0,06).

A resposta superestimulatéria, ou seja, numero de foliculos > 6 mm no
momento da ultima aplicacdo de FSH, também sofreu efeito do periodo
experimental, tendo sido maior na primeira repeticédo (25,9 + 1,8 vs 20,1 + 1,6;
P < 0,0001).

Os animais do grupo C apresentaram maior reposta superovulatéria do
que aqueles do grupo G (Tabela 7). Além disso, para esta variavel, houve
efeito do periodo de realizacdo do experimento (P = 0,03) e de ciclicidade (P =
0,05). Na primeira repeticdo o numero de ovulacbes foi maior do que na
segunda (18,2 + 1,3 vs 15,5 £ 1,2) e as novilhas que iniciaram o primeiro
periodo em anestro tiveram maior nimero de CLs do que aquelas que estavam
ciclando (20,7 + 2,1 vs 16,0 £ 1,4).

Apos a colheita dos embribes, o numero total de estruturas, de embrides
congelaveis, de embrides degenerados e de ovocitos ndo fecundados colhidos,
foi similar entre os grupos G e C (Tabela 7). No entanto, na primeira repeticao,
um menor numero de embriées congelaveis (3,1 + 0,5 vs 4,8 £ 0,6; P = 0,05) e
maior nimero de embrides degenerados (4,4 = 0,7 vs 2,5 + 0,5; P = 0,004) foi
obtido em relagéo ao segundo periodo experimental.

Apesar da propor¢do morula/blastocisto ter sido maior para o grupo G
em relacdo ao C (Tabela 7), quando a analise foi realizada como média do
estagio de desenvolvimento por doadora por colheita ndo houve diferenca entre

os tratamentos (Tabela 7). No entanto, esta variavel teve efeito de periodo,
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apresentando maior valor na primeira repeticdo experimental do que na
segunda (5,3 +0,1vs 5,1 +0,1; P =0,09).

TABELA 7. Resultados (média dos quadrados minimos + EP) da populacéo
folicular, corpos lateos e embrides colhidos em novilhas suplementadas com

gordura protegida (G) ou sem a adicao de gordura protegida (C).

Grupo G Grupo C

(n=40) (n =40) i
Foliculos = 3 mm (inicio FSH); n 324+15 32.7+15 0.85
Foliculos = 6 mm (final FSH); n 225+17 23,3+1,7 0.50
Foliculos n&do ovulados: D10; n 7612 66x11 0,49
Corpos lateos; n 15,7+1,2 18,0+1,3 0,06
Estruturas totais; n 9,1+1,0 99+1,0 0,42
Embrides congelaveis; n 3,6+0,5 42+0,6 0,48
EmbriGes degenerados; n 3,4+0,6 3,3+0,6 0,78
Ovacitos ndo fecundados; n 0,6+0,3 1,1+0,5 0,31
Proporcéo mérula/blastocisto 34,6:65,4 22:78 0,01
*Média de estagio de desenvolvimento

51+0,1 53+0,1 0,31

embrionario/doadora/colheita

*Desenvolvimento embrionario: 4 = moérula; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto e 7 =

blastocisto expandido.

6.4 Desenvolvimento in vitro dos embribes apoOs desvitrificagdo ou

descongelacéo

Resultados satisfatorios nas taxas de eclosé@o as 48 h (78,6 + 4,8%) e as
72 h (86,6 + 4,0%) do inicio de cultivo in vitro dos embrides produzidos in vitro
demonstram que houve condi¢cdes adequadas de estufa e dos meios de cultivo
in vitro. Além disso, ao se comparar estas taxas de eclosdo com as dos
tratamentos G e C agrupados, os embrides produzidos in vitro tiveram melhor
eclosdo (P < 0,01) tanto as 48 h (78,6 £ 4,8% vs 24,3 + 2,7%) quanto as 72 h
(86,6 + 4,0% vs 37,3 + 3,0%) de cultivo.

Pelo fato de n&o haver efeito de interacdo entre os grupos de embrides
C ou G com a técnica de criopreservacao as 48 h (P =0,83) e 72 h (P = 0,65)
de cultivo in vitro, estas variaveis foram analisadas separadamente. Deste

modo, ao se comparar a viabilidade embrionaria dos grupos G e C, os
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embrides do grupo C apresentaram maior taxa de ecloséo, independentemente
do método de criopreservacéo, as 48 h (P =0,009) e 72 h (P = 0,04) de cultivo
in vitro (Figura 6).
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Momento das avaliacBes em relagdo ao tempo de cultivo in
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FIGURA 6. Taxa de eclosdo (média dos quadrados minimos * EP) dos
embrides apos a descongelacdo ou desvitrificacdo avaliada 48 e 72 h apo6s o
inicio do cultivo in vitro, comparando embrifes produzidos por animais que
receberam suplemento com gordura protegida (G) ou controle (C). A taxa de
eclosdo foi maior para os embrides provenientes do grupo C em relacdo a dos
embrides produzidos pelo grupo G (**Grupos diferem entre si dentro de cada
momento de avaliacdo; P < 0,05).

Similarmente, o estagio de desenvolvimento médio dos embribes
provenientes do grupo C foi maior em relagdo ao dos embrides produzidos pelo
grupo G, as 48 e 72 h de cultivo in vitro (Tabela 8). Entretanto, o diametro
meédio dos embrides do grupo C nao diferiu em relacdo aos do grupo G em
nenhum dos dois momentos de avaliagdo de cultivo (Tabela 8).
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TABELA 8. Estagio de desenvolvimento embrionario e didmetro (média dos
guadrados minimos + EP) dos embribes viaveis produzidos por animais que
receberam suplemento com gordura protegida (G) ou controle (C) 48 e 72 h

apos o inicio do cultivo in vitro.

Grupo G Grupo C P
48 h de cultivo in vitro (n) (n =56) (n=71)
*Estagio de  desenvolvimento
. 7,09+0,11 7,35+0,12 0,02
embrionério
Diametro embrionario (um) 1945+11,9 198,7 £ 12,2 0,73
72 h de cultivo in vitro (n) (n=52) (n=75)
*Estagio de  desenvolvimento
o 7,43 £ 0,08 7,61+ 0,06 0,08
embrionério
Diametro embrionario (um) 2416 +13,4 236,2 + 10,7 0,76

*Desenvolvimento embriondrio: 4 = mérula; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto; 7 =

blastocisto expandido e 8 = Blastocisto eclodido.

As taxas de ecloséo as 48 e 72 h de cultivo in vitro, independentemente
do suplemento experimental, foram similares (P = 0,79 e 0,26,

respectivamente) para as técnicas de criopreservacao de embrides (Figura 7).
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FIGURA 7. Taxa de eclosdo (média dos quadrados minimos + EP) dos
embrides submetidos a vitrificacao/desvitrificacéo ou
congelacao/descongelacao avaliada 48 e 72 h apds o inicio do cultivo in vitro. A
taxa de eclosdo foi similar para os embrides vitrificados e congelados,

independentemente do momento da avaliacdo do cultivo in vitro (P > 0,10).

Os tamanhos e estagios de desenvolvimento dos embrides que foram
mensurados as 48 e 72 h ndo apresentaram diferencas quanto a técnica de

criopreservagao (P > 0,10; Tabela 9).
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TABELA 9. Estagio de desenvolvimento embrionario e diametro (média dos
guadrados minimos + EP) dos embribes viaveis apos a descongelacdo ou

desvitrificacao avaliados 48 e 72 h apds o inicio do cultivo in vitro.

Congelado Vitrificado P
48 h de cultivo in vitro (n) (n=57) (n=70)
*Estagio de desenvolvimento
. 7,20+ 0,11 7,24+0,12 0,71
embrionério
Diametro embrionério (um) 191,9+119 201,2+12,3 0,44
72 h de cultivo in vitro (n) (n=61) (n = 66)
*Estagio de desenvolvimento
. 7,44 + 0,07 7,60 + 0,07 0,12
embrionério
Diametro embrionario (um) 226,7+11,8 251,0+12,0 0,15

*Desenvolvimento embrionéario: 4 = moérula; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto; 7 =

blastocisto expandido e 8 = Blastocisto eclodido.

6.5 Concentragdes circulantes de IGF-I e insulina

As concentracdes plasméaticas médias para IGF-I foram menores para
0s animais do grupo suplementado com gordura do que para os do grupo
controle (374,3 £ 27,2 vs 483,8 =+ 26,5 ng/mL; P < 0,0001), quando os animais
estavam com aproximadamente 35 dias do inicio do experimento. Entretanto,
para as concentracfes de insulina plasmatica aos 24 dias de suplementacao
dietética ndo foi encontrada diferenca (P > 0,10) entre os tratamentos G (4,3 +
0,5 yUl/mL) e C (4,5 £ 0,5 pUIl/mL).

Na avaliacdo da correlacao entre concentracfes plasmaticas de IGF-I ou
de insulina com diversas varidveis analisadas, tanto na resposta
superovulatéria quanto na criotolerdncia embrionaria, ndo foi possivel observar

significancia para nenhuma destas andlises (dados ndo apresentados).
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7. Discussao

7.1 Consumo dos suplementos experimentais

O consumo limitado do suplemento G, provavelmente foi devido a uma
menor palatabilidade do produto e pela boa qualidade do pasto, nos primeiros
46 dias de periodo experimental. Tal fato comprometeu a garantia de ter
suplementos isoenergéticos e isoprotéicos entre 0s grupos, como esperado.
Podendo ser uma das explicagfes do efeito negativo da criotolerancia destes
embrides do grupo G em relacéo ao C.

Além disso, a quantidade de Megalac-E ingerida, quando o consumo foi
de 379,1 g/cabecal/dia, ao invés de 500,0 g/cabeca/dia (75,8%) foi diminuida
passando para 75,8 g/animal/dia, podendo contribuir para menor taxa de
ecloséo obtida para o grupo G em relagdo ao C. Estudos avaliando quantidade
de Megalac-E bem como tempo de suplementacdo com gordura protegida
devem ser realizados para responder estas questoes.

Apesar disso, ECC e peso corporal ndo difeririam entre os grupos
experimentais, conforme é esperado no fornecimento de concentrados
isonergéticos e isoprotéicos, concordando com os resultados de Hightshoe et
al. (1991), Hawkins et al. (1995), Spicer et al. (1993), Bader et al. (2005),
Ambrose et al. (2006), Filley et al. (1999) e Green et al. (2008b) que fornceram

suplementos lipidicos.

7.2 Resposta superovulatdria, producdo e desenvolvimento in vitro de

embrides

Relativamente, poucos trabalhos avaliaram o efeito dos acidos graxos
na producdo e desenvolvimento de embrides produzidos in vivo (RYAN et al.,
1992; KOJIMA et al.,, 1997; CERRI et al., 2004; BADER et al., 2005;
THANGAVELU et al., 2007; CHILDS et al., 2008b; PETIT et al., 2008). Além
disso, ndo existe um consenso entre os resultados. No presente estudo, se
avaliou a influéncia da gordura protegida, com predominancia do &cido linoléico
em sua composicao, na producao de embrides in vivo. Aparentemente, este foi

o primeiro estudo com novilhas Nelores superestimuladas, em que 0 grupo
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controle recebeu suplementacéo préxima a isoenergética e isoprotéica, porém
sem adi¢cdo de nenhum tipo de gordura protegida, ou outro tipo de acido graxo,
ao contrario do que € visto nos artigos encontrados.

O periodo de suplementacao utilizado neste trabalho foi baseado no
tempo requerido para que os foliculos primérios se desenvolvam até o estagio
antral (WEBB et al., 2004; BADER et al., 2005) e no tempo de suplementacéo
de, no minimo, sete semanas para se observar efeito da dieta na qualidade
ovocitaria/lembrionaria, sugerido por Thomas & Williams (1996). Além disso, a
escolha do tempo de fornecimento dos concentrados no presente estudo
baseou-se em outros trabalhos que mostraram a influéncia de dietas lipidicas
na producdo embrionaria (KOJIMA et al., 1997; CERRI et al., 2004;
THANGAVELU et al., 2007; CHILDS et al., 2008b; PETIT et al., 2008).

A similaridade na resposta superestimulatéria e na producdo de
embrides encontrada, no presente estudo, entre 0s grupos experimentais foi de
acordo com a hipotese apresentada. Entretanto, mesmo obtendo-se maiores
concentracOes circulantes de IGF-I para o grupo C em relacédo ao G, isto nédo
foi associado ao incremento no numero de foliculos pequenos no inicio da
aplicagdo de FSH ou a diferenca na producdo de embrides para o0s
tratamentos. Isso ocorreu apesar de a insulina e o IGF-I atuarem como
potentes estimuladores da proliferacdo de células da granulosa e da
esteroidogénese em bovinos, além de aumentarem a resposta ovariana as
gonadotrofinas (WEBB et al., 2004) e numero de embrides viaveis produzidos
por vacas superovuladas (VELAZQUEZ et al., 2005).

Apesar de as novilhas do grupo C terem consumido maior quantidade de
concentrado para se obter suplementos isoenergéticos e isoprotéicos entre 0s
grupos, este fato também nao afetou a populacéo folicular na superovulacao.
Outros estudos demonstraram que a alta ingestdo alimentar influenciou
positivamente (GUTIERREZ et al., 1997; WEBB et al., 2004) ou negativamente
(MOLLO et al., 2007) na populacéo folicular e nimero de ovulagdes em fémeas
superovuladas. Por outro lado, BASTOS (2008) ndo encontrou influéncia da
alta ingestdo na resposta superestimulatoria em novilhas Nelores, concordando
com os resultados do presente estudo. Entretanto, outros estudos mostraram
aumento no numero de foliculos pequenos (3 a 5 mm; BILBY et al., 2006b) ou
médios (6 a 9 mm; HIGHTSHOE et al., 1991; LUCY et al., 1991; WEHRMAN et
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al., 1991; THOMAS et al., 1997; ROBINSON et al., 2002) ao fornecer dietas
lipidicas. Ao contrario dos demais trabalhos, no presente estudo se utilizou um
suplemento dietético sem a presenca da gordura protegida. Deste modo,
comprovou-se gue a suplementacéao lipidica ndo afetou o niumero de foliculos,
nestas condi¢cdes experimentais.

Corroborando a hipétese inicial, a resposta superestimulatéria bem
como 0 numero total de estruturas, embrides congelaveis, embrides
degenerados e ovécitos ndo fecundados colhidos ndo foram diferentes entre os
grupos experimentais. Os resultados do presente estudo concordam com 0sS
achados de Thangavelu et al. (2007), em que vacas holandesas no pdés-parto
foram submetidas a dieta com gordura saturada (palmitico e estearico), linhaca
(rica em é&cido linolénico) ou semente de girassol (rica em acido linoléico) e ndo
houve efeito das dietas no nimero de foliculos, total de estruturas colhidas,
embrides transferiveis ou taxa de fecundacao.

Da mesma forma, estudos recentes (CHILDS et al., 2008b; PETIT et al.,
2008) compararam dietas com acido graxo saturado (controle) ou AGP n-3,
isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas a novilhas de corte e vacas
holandesas, respectivamente. Nenhum dos trabalhos detectou efeito da
suplementacdo de AGP n-3 no nimero de ovulagbes, numero total de ovicitos
nado fecundados e embri6es colhidos. No unico estudo (RYAN et al., 1992) em
gque a dieta controle ndo foi adicionada de gordura, as respostas
superestimulatoria e superovulatéria de novilhas de corte ndo foram
influenciadas pela dieta com 6leo de soja (&cido linoléico). Entretanto, ao
contrario do resultado do presente estudo em que os animais do grupo C
apresentaram maior reposta superovulatoria do que do grupo G, Kojima et al.
(1997) relataram maior quantidade de CLs para fémeas suinas suplementadas
com uma mistura de acidos graxos (y-linoléico, linoléico e oléico), apesar dos
acidos graxos linoléico e linolénico individualmente ndo terem sido capazes de
interfirir na resposta superovulatoria. Por outro lado, tal resultado para o
namero de CL do grupo C pode ter sido interferéncia adicicional da primeira
repeticdo experimental e dos animais que ndo estavam ciclando neste
momento.

Adicionalmente, acredita-se que 0s animais em anestro na primeira

repeticdo poderiam ter tido maior resposta folicular em relacdo a energia
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fornecida pela dieta, independente do tipo do suplemento, e com isso, maior
namero foliculos foram recrutados em relagédo aos que estavam ciclando. Este
resultado, juntamente com a boa qualidade do pasto nos primeiros dias
experimentais, pode ter contribuido para melhor resposta superestimulatoria e
superovulatéria das novilhas néo ciclicas no primeiro periodo experimental. Por
outro lado, a reposta exagerada ao tramento superovulatério pode ter
comprometido a qualidade dos embrides (SCHERZER et al., 2008), visto no
menor numero de embribes congelaveis e maior numero de embrides
degenerados, neste periodo.

O numero de embribes vidveis recuperados no presente estudo se
enquadra na meédia brasileira encontrada para raca Nelore bem como nos
trabalhos realizados por nosso laboratério (MOLLO et al.,, 2007; BASTOS,
2008). Entretanto, os embrides colhidos nédo foram diferentes entre 0s grupos
experimentais, no que diz respeito a quantidade, qualidade e numero de
degenerados, concordando com experimentos cujos animais foram
alimentados com dietas contendo &acidos graxos linolénico, saturados
(THANGAVELU et al., 2007), acido linoléico (RYAN et al., 1992; BADER et al.,
2005; THANGAVELU et al., 2007) ou suplemento ausente de gordura (RYAN et
al., 1992).

Resultados contrarios ao do presente estudo mostraram efeito da
suplementacao lipidica na qualidade e quantidade de embrides produzidos in
vivo. A diminuicdo de embrides degenerados foi vista ao se suplementar
novilhas de corte com dieta contendo acido linolénico (CHILDS et al., 2008b).
Além disso, aumento do numero total de embrides (KOJIMA et al., 1997) e de
embrides viaveis (KOJIMA et al., 1997; CERRI et al., 2004) foi relatado quando
0s animais receberam mistura de y-linoléico, linoléico e oléico (KOJIMA et al.,
1997) ou sais de calcio de acidos graxos linoléico e trans (CERRI et al., 2004).
Efeitos negativos da suplementacdo lipidica foram relatados por Petit et al.
(2008) quando adicionaram &cido linolénico a dieta de vacas de leite,
observando maior numero de embrides degenerados e diminuicdo dos
embrides viaveis.

Ainda ndo ha consenso se 0s acidos graxos sdo mais importantes para
0 embrido em si ou para sua implantacao (PETIT et al., 2008), pois, podem

reduzir a sintese ovariana e endometrial de PGF2a, auxiliar o embrido a
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produzir interferon t, bem como alterar o ambiente da tuba uterina e do Utero.
Esses efeitos contribuem para o desenvolvimento embrionario, redugéo na
morte embrionaria e consequente estabelecimento da prenhez (BINELLI et al.,
2001; MATTOS et al, 2004; CHILDS et al., 2008b). A diminuicdo na
mortalidade embrionaria provocada pela alimentacdo com AGP ocorre pela
estimulacdo da producdo de diferentes tipos de prostaglandinas, como das
prostaglandinas da série 3, menos potentes para lutedlise ou mesmo, reducao
na sensibilidade do CL a PGF2a, evitando desta forma, a lutedlise (PETIT &
TWAGIRAMUNGU, 2006; CHILDS et al., 2008b). Isso sugere que a dieta
lipidica provavelmente ndo possui efeito no desenvolvimento embrionério per si
(CHILDS et al., 2008b).

Pelos resultados inferiores encontrados para o desenvolvimento in vitro
de embrides do grupo G apos criopreservacdo em relacdo aos provenientes de
novilhas do grupo C, sugere-se que o efeito positivo do acido linoléico seja no
Gtero, atrasando a lutedlise e permitindo que os embrides consigam fazer o
reconhecimento materno-fetal. Deste modo, a expressdo génica uterina e
subsequente sobrevivéncia fetal sdo necessarias para entender o mecanismo
de acédo dos AGP.

As taxas de prenhez encontradas em animais suplementados com acido
linoléico apds IA e inovulacdo de embrides reforcam a hip6tese da sua atuacao
no utero, auxiliando em mecanismos anti-luteoliticos. A infusdo no abomaso de
gordura contendo alta quantidade de &cido linoléico (OLDICK et al., 1997) ou a
suplementacdo com AGP n-6 protegido (CHENG et al., 2001) provocaram
menor liberacdo de PGF2a em resposta a ocitocina. Lopes et al. (2007)
forneceram Megalac-E por 28 dias apds IATF e observaram em vacas Nelore
taxa de prenhez superiores (56,5%, n = 200) em relacdo ao grupo né&o
suplementado (45,6%, n = 211; P = 0,015). Posteriormente, este mesmo grupo
realizou um experimento com suplementacdo entre 0 momento da IA até o
diagnostico de gestacdo e também obtiveram maior taxa de concepgdo para
vacas que receberam Megalac-E (48,2%, 81/168) em relacdo as que
receberam Megalac (33,9%, 58/177) ou aquelas suplementadas com mineral
protéico (26,4%, 63/238; LOPES et al., 2008). Dieta com semente de girassol

(rica em linoléico) foi fornecida a vacas Nelore pés-parto (n = 133) do momento
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da IA até 22 dias ap6s o protocolo e observou-se aumento de 20,4% na taxa de
concepcao para vacas que receberam esta dieta (PERES et al., 2008).

Adicionando Megalac-E® & suplementacdo mineral protéica de
receptoras de embrido mesticas (n = 288) do inicio do protocolo de
sincronizagdo até o 52° dia ap6s a inovulacao, houve um acréscimo na taxa de
concepcao de 12% (48,7% vs 36,7%) em relacdo ao grupo controle (n = 207;
RODRIGUES JUNIOR, 2008).

Apesar da proporcdo morula:blastocisto ter sido maior para o grupo G
em relacdo ao C, a média do estagio de desenvolvimento por doadora por
colheita ndo se diferenciou entre os tratamentos. ISto sugere que alguns
animais do grupo C que tiveram numeros maiores de embrides em estagios
mais avancados possam ter contribuido para esta diferenca, sem ser
interferéncia do suplemento fornecido. Por outro lado, no cultivo, observou-se
uma predominadncia de estagios mais avancados para os embrides
mensurados as 48 h e maiores taxas de eclosdo para embrides provenientes
de novilhas suplementadas no grupo C em relacdo ao G. Tal fato pode estar
associado a maior quantidade consumida de concentrado pelo grupo C, o que
reflete em concentracbes mais elevadas de IGF-I que podem interferir
positivamente no desenvolvimento embrionéario (BLOCK et al., 2007).

Pelo fato da concentracéo de insulina ndo diferir entre os tratamentos, o
desenvolvimento embrionario acelerado para o grupo controle pode nao ser
devido a este horménio. Entretanto, se houvesse um grupo experimental com
animais mantidos somente a pasto, poder-se-ia responder se realmente foi a
gordura protegida que provocou este efeito negativo ou se foi 0 acréscimo do
milho que acelerou o desenvolvimento embrionario. Além disso, pelo fato de
existir variagdo na seletividade e consumo individuais entre 0s animais no
pasto, a proporcdo de &acidos graxos n-3 e n-6 importante nos processos
reprodutivos (BADER et al., 2005) pode nao ter sido alcancada neste estudo,
podendo explicar um desenvolvimento menos acelerado dos embrides do
tratamento G. Apesar disso, 0s acidos graxos podem ser importantes para que
o0 embrido se desenvolva, o que foi relatado por Cerri et al. (2004) e
Thangavelu et al. (2007) através da presenca de maior nimero de blastdmeros
para embrides oriundos de vacas suplementadas com AGP. No entanto, nestes

experimentos, o0 suplemento controle utilizado possuia a presenca de &cido
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graxo saturado. Domingues (2008) também mostrou que embrides resultantes
de ovacitos colhidos de vacas Nelores alimentadas com canola em gréao (rica
em AGP) sdo mais resistentes a vitrificacdo do que aqueles provenientes de
animais que receberam suplemento controle.

Ao se adicionar acido graxo linoléico ao meio de cultivo de embrides,
melhores taxas de sobrevivéncia apds a criopreservacao foram obtidas para
embribes bovinos. Este efeito do acido graxo linoléico foi explicado pelo
aumento da fluidez da membrana plasmatica (nivel de insaturacéo) devido a
incorporacdo do é&cido graxo linoléico na membrana embrionaria durante o
cultivo (HOCHI et al., 1999; TOMINAGA et al., 2000; PEREIRA et al., 2007,
2008). Por outro lado, os resultados do presente estudo comparando a
viabilidade embrionéaria dos grupos G e C apdés criopreservacao, demonstraram
gue os embrides do grupo G apresentaram menor taxa de eclosdo apoés 48 e
72 h de cultivo in vitro. Corroborando estes resultados, Nonogaki et al. (1994)
relatam que a exposicao de zigotos de camundongos ao acido linoléico e a-
linolénico inibiu o desenvolvimento embrionario in vitro. Este fato ocorreu pelo
aumento da peroxidacao lipidica ou pela estimulacdo da proteina quinase C,
levando a apoptose (YU et al., 2001; EITEL et al., 2003). Os demais trabalhos
citam &cido linolénico e saturado como inibidores. Camundongas adultas foram
alimentadas por 4 semanas com dieta com baixa quantidade de &acidos graxos
n-3 (controle) ou enriquecidas com este acido graxo (WAKEFIELD et al., 2007).
Esse estudo demonstrou que, ovocitos que foram expostos a um ambiente com
alto nivel AGP n-3 durante a maturacdo no ovario, tiveram alteracdo na
distribuicdo de mitocéndrias, nos niveis de célcio e aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio. Além disso, o0s zigotos colhidos de fémeas
alimentadas com n-3 tiveram a aparéncia morfologica afetada e diminuiram a
habilidade de desenvolvimento a blastocisto. Portanto, dieta enriquecida com
AGP n-3 pode reduzir o desenvolvimento embrionario devido a defeitos no
metabolismo mitocondrial. O fato de a suplementagdo de &cido linolénico ter
reduzido o desenvolvimento embrionario pode estar relacionado a maior
maturacdo do ovocito e também a menor digestibilidade do Oleo de linhaca e
consequente menor consumo de energia, contribuindo para diminuicdo do
namero de embribes graus 1 e 2 (PETIT et al., 2008). O desenvolvimento in

vitro e a taxa de eclosdo de blastocistos de camundongos provenientes do
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estagio de uma célula foram prejudicados pela adicdo do &cido palmitico
(saturado) em comparacdo ao acido oléico (monoinsaturado; QUINN &
WHITTINGHAM, 1982). Similarmente, a adicdo de acido palmitico ou estearico
durante a maturacdo ovocitaria afetou negativamente a criotolerancia dos
embrides submetidos a vitrificacdo (SHEHAB-EL-DEEN et al., 2009). Ja outros
estudos ndo encontraram efeito da adicdo de acido aracdénico (PEREIRA et
al., 2001; MARQUES et al., 2007) ou EPA (MARQUES et al., 2007) durante a
maturacdo ovocitaria in vitro no subsequiente desenvolvimento embrionério. O
desenvolvimento dos embribes esta relacionado a composi¢cdo dos éacidos
graxos, principalmente, aos fosfolipidios presentes na membrana celular
(McEVOY et al., 2000). Mensuracdes de acidos graxos diretamente do embrido
podem fornecer adicionais explicacbes para a diferenca na criotolerancia
encontrada para os embrides dos grupos experimentais.

O diametro embrionario no cultivo in vitro ndo diferiu entre os grupos G e
C, concordando com Green et al. (2008b) que nédo observaram efeito da
suplementacao lipidica com AGP n-6 no tamanho dos conceptos colhidos de
ovelhas. A menor taxa de eclosdo encontrada para embrides provenientes de
novilhas que receberam o suplemento G pode estar associada ao estagio de
desenvolvimento em que os embrides foram criopreservados, sendo que neste
grupo, foram colhidos estagios embrionarios menos avancados. O estagio de
desenvolvimento embrionario no momento da criopreservacao € considerado
um fator critico para a viabilidade dos embrides poOs-descongelacdo e
aquecimento. Esta diminuicdo de viabilidade pode ser causada pela alta
sensibilidade a baixas temperaturas dos estagios iniciais de desenvolvimento
(DINNYES et al., 1996; SOMMERFELD & NIEMANN, 1999). Resultados
prévios de nosso laboratério com embrifes provenientes de vacas aneloradas
superovuladas mostraram que morulas sdo menos resistentes ao processo de
congelacdo lenta do que blastocistos quando comparados aos respectivos
estagios a fresco (SARTORI et al., 2008). Para embrides ovinos produzidos in
vivo e congelados, Garcia-Garcia et al. (2006) encontraram maior taxa de
sobrevivéncia para blastocistos (83,7%, n = 43) do que para morulas (46,3%, n
= 41), assim como Cocero et al. (1996) que demonstraram um melhor
desenvolvimento embriondrio in vitro para blastocisto de ovelhas produzidos in
vivo (70,5%, 31/44) comparado ao estadio de morula (57,9%, 22/38). Para
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embrides produzidos in vitro resultados semelhantes sdo encontrados. Apés a
vitrificacdo em OPS de embrides zebuinos provenientes de ovocitos de
aspiracgéao folicular in vivo (VARAGO et al., 2006) ou congelagédo em glicerol de
embrides bovinos derivados de ovocitos de abatedouro (CARVALHO et al.,
1996), os blastocistos expandidos apresentaram melhores taxas de
sobrevivéncia em comparacdo aos blastocistos ou blastocistos iniciais. O
aumento da criotolerancia em estagios mais avancados parece estar
relacionado a maior numero de células e a um menor tamanho celular, o qual
melhora a resisténcia ao resfriamento quando comparado aos estégios iniciais
embrion&rios que possuem poucas e grandes células, e juncdes fracas entre 0s
blastdmeros (DINNYES et al., 1996; GARCIA-GARCIA et al., 2006). Além
disso, a permeabilidade ao crioprotetor talvez seja menor em embrides em
estagios mais recentes (GARCIA-GARCIA et al., 2006). O fato dos blastocistos
produzidos in vivo possuirem menor numero de gotas de lipideos do que
morulas sugere que isto seja responsavel pela menor criotolerancia de estagios
menos desenvolvidos (ABE et al., 1999). Por outro lado, em bovinos, Peres et
al. (2006) observaram maiores taxas de concepcédo em receptoras inovuladas
com morulas descongeladas quando comparado a blastocistos descongelados.
Apos vitrificagédo, Green et al. (2008a) também observaram aumento na taxa de
prenhez de ovelhas quando foram inovuladas com embrides vitrificados em
estagio mais jovem (64,0% em 25 receptoras vs 44,4% em 18 receptoras). No
entanto, estes autores ndo relataram diferenca estatistica entre os estagios
embrionérios congelados quanto a taxa de prenhez de ovelhas, sendo 38,9%
(18 receptoras) para morula e 36,0% (25 receptoras) para blastocisto. Da
mesma forma, Cocero et al. (1996), Lopatarova et al. (2002) e Campos-Chillon
et al. (2006) relataram similaridade na taxa de sobrevivéncia embrionaria
quando inovularam (COCERO et al.,1996) ou cultivaram in vitro
(LOPATAROVA et al.,, 2002; CAMPOS-CHILLON et al.,, 2006) embribes

vitrificados em estagios mais recentes ou avangados de desenvolvimento.
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7.3 Técnica de criopreservacao

Considerando a técnica de criopreservacdo, semelhantes taxas de
eclosédo foram obtidas para embrides do grupo vitrificados e congelados cultivo.
Van Wagtendonk-de Leeuw et al. (1995), Dattena et al. (2000), Kong et al.
(2000), El-Gayar & Holtz (2001), Lopatatova et al. (2002), Papadopoulos et al.
(2002), Begin et al. (2003), Cuello et al. (2004), Guignot et al. (2006),
Lopatarova et al. (2006), El-Gayar et al. (2008), Green et al. (2008a) também
estudaram a criotolerancia de embrides produzidos in vivo e vitrificados,
entretanto poucos trabalhos com bovinos foram relatados (VAN
WAGTENDONK-DE LEEUW et al, 1995; LOPATAROVA et al., 2002;
LOPATAROVA et al.,, 2006). Isso se deve, provavelmente, ao fato dos
embrides provenientes da producdo in vitro serem mais sensiveis aos
processos de criopreservacdo e requererem mais pesquisas. Entretanto,
devido as vantagens da vitrificacdo, como sendo um processo rapido e de
baixo custo e principalmente pelos resultados favoraveis encontrados para esta
técnica em embrides provenientes de vacas superovuladas, como mostrado no
presente estudo, faz-se necessaria a padronizacdo das técnicas de vitrificacao
para utilizacdo em larga escala para este tipo de embrides.

Apesar de ndo ter havido diferencas no presente estudo quanto a
técnica de criopreservacdo embriondria, a vitrificacdo ainda parece ser
favoravel em relacdo a congelacdo, baseando em suas vantagens e também
nos resultados positivos na literatura. Por exemplo, a taxa de ecloséo, avaliada
pelo cultivo in vitro por 72 h para blastocistos expandidos bovinos produzidos in
vivo e vitrificados em OPS (29,3%, 11/37) foi maior em relacéo aos congelados
convencionalmente (11,4%, 5/44; LOPATAROVA et al., 2002). Para embrides
ovinos produzidos in vivo e inovulados pela técnica de transferéncia direta,
maior taxa de prenhez foi obtida para os criopreservados pelo método de
vitrificacdo em OPS do que os congelados (57,1%, 23 receptoras vs 34,8%, 21
receptoras P = 0,07; GREEN et al.,, 2008a). Adicionalmente, embrides
vitrificados tiveram maior viabilidade in vivo em estadgio de morula em relacao
aos embrides congelados no mesmo estagio (64,0%, 25 receptoras vs 38,9%,
18 receptoras, P = 0,07; GREEN et al., 2008a). Para embrides caprinos, as

taxas de prenhez aos 40 dias e sobrevivéncia foram superiores para 0s
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vitrificados em OPS (100%, 14/14 e 64%, 18/28), comparando com embrides
congelados (58%, 7/12 e 42%, 10/24; EI-GAYAR & HOLTZ, 2001),
respectivamente. Da mesma forma, Guignot et al. (2006) ao transferirem
embribes caprinos vitrificados com a adicdo de sucrose ou submetidos a
congelacdo lenta observaram taxa de nascimento maior apés a vitrificacdo
(34%, 20/58 vs 21%, 12/58, P < 0,10), apesar da taxa de prenhez ter sido
semelhante para ambas as técnicas (52%, 15/29 vs 31%, 9/29,
respectivamente. Resultados favoraveis para a vitrificacdo em relacdo a
congelacdo também séo obtidos para embrides bovinos produzidos in vitro.
Publicacdes relataram que a taxa de sobrevivéncia em 24 h de cultivo foi
superada por blastocistos bovinos vitrificados em relagdo aos congelados em
glicerol (81% vs 62%, DINNYES et al., 1995, 1996). Melhores taxas também
foram encontradas para embrides humanos na substituicdo do método
tradicional de congelacéo pela vitrificacdo (KULESHOVA et al., 2002). Por outo
lado, os embrides de ovelhas desenvolvidos in vitro foram vitrificados
(propilenoglicol e glicerol) ou congelados em glicerol e sucrose e
posteriormente foi avaliado o seu desenvolvimento in vitro. Moérulas e
blastocistos congelados (31% e 67%) tiveram maiores taxas de
desenvolvimento do que os vitrificados (12% e 19%; De PAZ et al., 1994). Silva
& Metelo (2005) relacionaram alteracBes fisicas na zona pelicida com a
viabilidade de embribes bovinos produzidos in vitro submetidos a congelacao
lenta ou a vitrificacdo (utilizando etilenoglicol, ficol e sucrose). Maior viabilidade
foi obtida para embribes provenientes do grupo de embrides frescos, seguida
dos grupos de embrides congelados e por ultimo, embrides vitrificados. As
taxas de prenhez de embrides bovinos produzidos in vivo vitrificados foram
avaliadas em receptoras, e nao diferiram entre embrides vitrificados em OPS
ou congelados (LOPATAROVA et al., 2006). Ao se comparar a congelacao
lenta e a vitrificagdo com glicerol, embrides bovinos criopreservados por estas
duas técnicas se desenvolveram similarmente em receptoras (59%, 20/34 vs
43%, 17/40). Guignot et al. (2006) também nao encontraram diferenca entre
vitrificacdo em glicerol e etilenoglicol e congelacdo lenta de embrides
provenientes de cabras superovuladas, ap0s a transferéncia para receptoras,
sendo a taxa de prenhez de 69% (18/26) vs 48% (14/29) e a taxa de

nascimento, 45% vs 35%, respectivamente. Green et al. (2008a) relataram que
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a taxa de prenhez de ovelhas inovuladas com embrides a fresco foi de 50% (50
receptoras), sendo similares as encontradas para embrides congelados
(38,6%, 44 receptoras) e vitrificados (55,8%, 43 receptoras). Similarmente,
apos 72 h de cultivo in vitro, as taxas de sobrevivéncia e eclosdo de embribes
vitrificados ndo foram diferentes para o grupo congelado (DINNYES et al.,
1996). Entretanto, os estudos que avaliaram o desenvolvimento embrionario in
vivo utilizaram baixo numero de receptoras.

A maior resisténcia dos embrides a técnica de vitrificacdo esta associada
as caracteristicas da OPS em relacdo as palhetas de 0,25mL utilizadas na
congelacao, tais como, a reducdo da espessura da parede da palheta (de 1,7
para 0,8 mm) e do diametro interno da OPS de 0,15 para 0,07 mm. Estas
caracteristicas da OPS proporcionam alta taxa de resfriamento, reducdo do
volume de crioprotetor e menor tempo de exposi¢cdo do embrido a solucao de
vitrificacdo e as temperaturas que s8o sensiveis e conseguentemente
diminuicdo dos danos celulares em relacdo a congelacdo convencional. Por
exemplo, através da vitrificagdo ha significante reducdo na fratura da zona
pellcida, o que € comum na congelacdo convencional (LAPATAROVA et al.,
2002; BEGIN et al.,, 2003). A eficacia da vitrificacdo em OPS também esta
ligada a desvitrificacdo dos embrides, em que a reidratacdo ocorre
imediatamente apés a imersdo na solucdo de aquecimento. Além disso, a
presenca do carboidrato ndo permeavel na solucdo de desvitrificacdo previne o
influxo excessivo de agua, ja que esta penetra mais rapidamente do que a
difusdo dos crioprotetores. Assim ha reducdo de danos as membranas e
conseqlentemente aumento na sobrevivéncia embrionaria (VAJTA et al.,
1998).

Devido a variacdo nas condi¢cdes experimentais mostradas nos diversos
estudos, ha necesidade da otimizacdo da técnica de vitrificacdo, com intuito de
se obter taxas de prenhez semelhantes & dos embrides transferidos a fresco e
aplicar esta técnica na rotina do campo, principalmente devido ao baixo custo
da mesma. Apesar da técnica de vitrificacdo necessitar de maior
aperfeicoamento técnico, na area de reproducdo assistida, diversos
laboratérios substituiram a congelacdo tradicional pela vitrificagdo para

embrides humanos. Associado a este fato, empresas ja desenvolveram
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equipamentos e materiais que facilitam a manipulacéo. Portanto, é uma técnica

bastante promissora para criopreservacao de embrides bovinos.

7.4 Concentragdes circulantes de IGF-l e insulina

Neste estudo, em ambos 0sS grupos experimentais, a categoria animal
utilizada foi novilha. Esperava-se, portanto, que estes animais em crescimento
tivessem apresentado concentracdes plasmaticas similares de GH (dosagem
nao realizada). Entretanto, pelo fato das novilhas do grupo C terem consumido
maior quantidade de concentrado para igualar a energia e proteina do
suplemento fornecido ao grupo G, provavelmente apresentavam niveis
circulantes de insulina suficientes para manter os GHR ativos. Desta forma,
estaria estimulando o figado a secretar e liberar IGF-I (GUTIERREZ et al.,
1997), podendo explicar através deste mecanismo, as maiores concentracdes
séricas de IGF-1 encontradas nos animais do grupo C. Além disso, o grupo G
pode ter produzido menos propionato no rumen, obtendo assim menor estimulo
para a producao de IGF-I pelo figado.

O IGF-I aumenta a capacidade de desenvolvimento embrionario, o que
foi observado em embrides produzidos in vitro (VELAZQUEZ et al., 2008),
sendo uma das possiveis explicacdes para as melhores taxas de eclosdo
encontradas no presente experimento para embrides do grupo C tanto com 48
quanto 72 h de cultivo in vitro. Entretanto, quando Willemsen et al. (1995)
produziram embrides in vitro com suplementacdo de IGF-1 no meio de cultivo e
avaliaram a viabilidade embriondria in vitro poés-vitrificacdo ndo observaram
efeito deste metabdlito na criotolerancia. Da mesma forma, a taxa de clivagem,
0 desenvolvimento in vitro e os resultados de prenhez de embrides produzidos
in vitro sob suplementacdo de IGF-I e congelados posteriormente, nao
apresentaram melhora (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2002). A falta de efeito
positivo pode estar ligada ao nimero baixo de receptoras utilizado, bem como
a baixa concentracdo de IGF-I no meio de cultivo. Além disso, o IGF-I pode
aumentar a taxa de desenvolvimento de embrides bovinos a blastocistos
(BLOCK et al., 2007), podendo ser uma das explicacdes da aceleragcdo no
desenvolvimento dos embrides provenientes do grupo C, cujas novilhas

apresentaram também maior concentracédo plasmatica de IGF-I.
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O consumo de gordura pode provocar alteragbes no metabolismo,
principalmente nos tecidos adiposo e hepatico, refletindo em mudangas nos
horménios metabdlicos (BECU-VILLALOBOS et al., 2007). Tais alteraces sdo
influenciadas ndo somente pelo tipo de gordura suplementado, mas também
pelo estado fisiolégico e momento do ciclo estral em que o animal se encontra
(STAPLES et al., 1998; BECU-VILLALOBOS et al., 2007). Deste modo, 0s
trabalhos relatando o efeito dos suplementos lipidicos nas concentracdes dos
horménios metabdlicos apresentam variacdo nos resultados. Thomas et al.
(1997) relataram aumento na concentracdo de GH, colesterol e IGF-I intra-
folicular nos foliculos grandes de vacas de corte que receberam dietas lipidicas
isoenergéticas. Childs et al. (2008a), em um estudo comparando diferentes
niveis de AGP linolénico em dietas isoproté€icas e isoenergéticas fornecidas por
14 dias antes da sincronizacdo do ciclo estral em novilhas de -corte,
constataram aumento nas concentra¢cdes plasméaticas de IGF-I. Da mesma
forma, a dieta composta de acido graxo linoléico, em comparagcdo as
concentragbes de dietas controle e rica em linolénico, aumentou a
concentracdo deste metabdlito, em vacas de leite (ROBINSON et al., 2002),
discordando dos resultados do presente trabalho. Em outros trabalhos,
entretanto, a concentracdo sanguinea de IGF-I ndo apresentou diferenca entre
0s grupos de vacas que foram submetidas a dietas ricas em &cidos graxos n-9
cis (oléico), n-9 trans, linoléico ou linolénico (BILBY et al., 2006a). O mesmo foi
encontrado em estudo recente, em que Childs et al. (2008b) compararam
dietas de &cido saturado e AGP n-3, isoenergéticas e isoprotéicas, fornecidas
por 50 dias antes do protocolo de superestimulacao para novilhas de corte. Em
outro estudo (PONTER et al., 2006a), o tipo de acido graxo (linoléico ou
linolénico) presente na dieta ndo foi capaz de afetar este metabdlito em
novilhas de leite. Esta similaridade também foi relatada por Spicer et al. (1993),
Bottger et al. (2002), Fouladi-Nashta et al. (2007) e Green et al. (2008b).
Entretanto, Becu-Villalobos et al. (2007) descreveram uma queda na
concentracdo sanguinea de IGF-I apos suplementacédo lipidica em vacas de
leite.

Alguns trabalhos relatados por Velazquez et al. (2008) perceberam que
aumento nas concentracdes de IGF-I plasmaticas sdo correlacionados com as

concentragbes deste metabdlito no fluido folicular. Por outro lado, Bilby et al.
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(2006) observaram que as concentracbes de IGF-I no sistema reprodutivo
podem ndo estar correlacionadas as concentracdes circulantes deste
metabolito e que as concentracdes de IGF-I total podem ser um valor limitante
para predizer o numero de embrides viaveis (VELAZQUEZ et al., 2008). Deste
modo, adicionalmente a dosagem plasmatica do IGF-I total (IGF-I livre e IGF-I
ligado as proteinas) realizada no presente estudo, mensuracées do IGF-I livre
no plasma, no liquido folicular, ou mesmo nos érgéos reprodutivos também
seriam interessantes para avaliar o efeito do IGF-I no desenvolvimento
embrionario e sistema reprodutivo.

Na literatura, o efeito da suplementacdo de gordura sobre as
concentracfes de insulina também é contraditorio. Aumento foi relatado por
Thomas et al. (1997) e Becu-Villalobos et al. (2007) mostraram decréscimo na
concentragdo de insulina sob suplementacgéo lipidica, em vacas de leite. De
acordo com os resultados do presente trabalho, Thangavelu et al. (2007)
também n&o encontraram diferenca nas concentracdes de insulina em vacas
gue receberam dieta rica em acido linoléico, linolénico ou saturado, juntamente
com Robinson et al. (2002), Ponter et al. (2006a), Fouladi-Nashta et al. (2007),
Green et al. (2008b) e Childs et al. (2008b). As concentracdes plasméticas de
insulina exibem variacdo diurna, sendo que as alterac6es em resposta a dieta
sdo mais agudas em relacédo ao IGF-I. O fato de ndo encontrar diferenca entre
0s tratamentos nas concentracdoes circulantes deste metabdlito pode também
estar relacionado ao momento da colheita do sangue, que foi realizada

anteriormente ao fornecimento dos concentrados.
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8. CONCLUSOES

Nas condicbes do presente estudo, a hipdtese de que o suplemento
composto com acido linoléico na forma de gordura protegida aumenta a
tolerancia de embrides produzidos in vivo submetidos a criopreservacao foi
negada, pois 0s animais desse grupo apresentaram menores taxas de ecloséo
e desenvolvimento embrionario mais retardado em relacdo ao grupo controle.

A suplementacdo com gordura protegida também nao influenciou na
resposta superestimulatéria, bem como na qualidade e quantidade de embrides
colhidos.

A vitrificagdo mostrou ser uma técnica alternativa em relacdo a
congelacao tradicional, com resultados similares para embrifes produzidos em

novilhas zebuinas superovuladas.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Baseando-se nos resultados do presente trabalho, em que néo foi
detectado efeito positivo da suplementagcdo com grodura protegida ruminal na
gualidade embrionaria, acredita-se que, se houver efeito positivo dos AGP na
fertilidade de fémeas bovinas, este deve ser diretamente no Utero, inibindo a
resposta luteolitica e contribuindo para a manutencgéo da prenhez. Desta forma,
estudos para avaliar o efeito da suplementacdo de gordura protegida na
expressdo génica embrionaria e uterina e no desenvolvimento in vivo se
mostram necessarios para determinar a sua acdo. Além disso, a técnica de
vitrificacdo de embrides produzidos in vivo é bastante promissora. Por isso o
seu aprimoramento, inclusive para realizacdo de transferéncia direta de

embrides bovinos, é de grande importancia para a aplicabilidade a campo.
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Funcéo ovariana em novilhas Nelore suplementadas com gordura protegida ruminal
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo alimentar com gordura
protegida nas estruturas ovarianas e concentracao sérica de progesterona em novilhas Nelore
mantidas a pasto. Quarenta novilhas foram divididas em dois grupos (G = concentrado com
gordura protegida ruminal [Megalac-E®] e C = controle, sem gordura) em um delineamento
“cross-over”. Os suplementos eram isoenergéticos e isoprotéicos. Apos 15 dias de
suplementacdo, os animais foram submetidos a um protocolo para avaliar a influéncia da
suplementacdo com gordura no metabolismo de progesterona (DO: insercdo de CIDR® e

aplicacdo im de PGF2a; D7: retirada do CIDR® e aplicacio de PGF2a). Onze dias apos, uma
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nova aplica¢do de PGF2a foi feita, além da realizacdo diaria de observagdes de estro e de
exames ultra-sonogréficos ovarianos. Sangue foi colhido 4 dias ap6s a inser¢do do dispositivo
intravaginal de progesterona e 7 e 14 dias ap6s ovulacdo para dosagem de progesterona. N&o
houve diferenca (P>0,07) entre os grupos G e C, para as concentracGes séricas de
progesterona nos 3 dias avaliados, nem no maior diametro do foliculo ovulatério ou no
volume luteal. Portanto, suplementacdo com 100 g/d de gordura protegida ndo alterou a
funcdo ovariana ou o metabolismo de progesterona em novilhas zebuinas a pasto.

Termos para indexacao: acidos graxos, foliculo, corpo luteo, progesterona, Bos indicus.

Ovarian function in Nellore heifers supplemented with rumen-protected fat

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of rumen-protected fat supplementation with
on ovarian structures and serum progesterone concentration in Nellore heifers kept in pasture.
Forty heifers were divided into two groups (G = concentrate with rumen-protected fat
[Megalac-E®] and C = control, without fat) in a cross-over design. The supplements were
formulated to be isocaloric and isoproteic. After 15 days of feeding, the animals were
submitted the a protocol to evaluate the influence of fat supplementation on progesterone
metabolism (DO: insertion of CIDR® and im injection of PGF20; D7: CIDR® removal and
injection of PGF2a). Eleven days later, heifers were again treated with PGF2a and daily
estrus observations and ovarian ultrasound exams were performed. Blood samples were
collected 4 days after the insertion of the intravaginal progesterone releasing device and 7 and
14 days following ovulation for progesterone assay. There was no difference (P>0.07)
between G and C groups for serum progesterone concentration at all three time points that

evaluation was done. The greatest diameter of the ovulatory follicle and CL volume was also
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similar between groups. Therefore, supplementation with 100 g/d of protected fat did not alter
ovarian function or progesterone metabolism in zebu heifers kept in pasture.

Index terms: fatty acids, follicle, corpus luteum, progesterone, Bos indicus.

Introducgéo

A suplementacdo de gordura é uma pratica comum para aumentar a densidade
energética da dieta, principalmente em gado de leite. Entretanto, além de fornecer calorias, a
gordura possui efeito direto na reproducdo através da agdo dos acidos graxos presentes em sua
composicdo (Funston, 2004; Raes et al., 2004), elevando a fertilidade em muitas situacoes.
Nos ovarios, ha relatos de efeito dos &cidos graxos sobre o nimero e tamanho de foliculos
ovarianos (Lucy et al., 1991; Staples et al., 2000; Robinson et al., 2002; Bilby et al., 2006),
tamanho do corpo lateo (CL; Kojima et al., 1997, Bilby et al., 2006) e na qualidade ovocitaria
(Kim et al., 2001; Zeron et al., 2002). Além disso, outros estudos também observaram
influéncia de dietas contendo &cidos graxos sobre a qualidade embrionaria (Kojima et al.,
1997; Childs et al., 2008a; Cerri et al., 2009) e concentracdo circulante de prostaglandina e
horménios esterdides (Ryan et al., 1992; Thomas et al., 1997, Petit et al., 2002; Childs et al.,
2008b). Neste ultimo caso, a causa da associa¢do observada entre suplementacdo com lipideos
e maiores concentracdes circulantes de hormonios esterdides relatada por diversos autores,
ndo esta bem definida. Especula-se que pode ser através da acdo de acidos graxos
poliinsaturados (AGP), aumentando pulsatilidade de LH (Hightshoe et al., 1991), com um
conseqliente aumento no tamanho do foliculo pré-ovulatério e subsequente CL (Raes et al.,
2004), ou pela diminuicdo do metabolismo hepatico desses horménios (Hawkins et al., 1995).
Outra possibilidade seria atuando como substrato para o colesterol, precursor da sintese de
esterdides (Thomas et al., 1997) ou mesmo alterando a sintese de prostaglandina (Petit &

Twagiramungu, 2006; Childs et al., 2008a).
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A teoria da diminui¢do do metabolismo dos esterdides é atualmente uma das mais
discutidas para explicar as maiores concentracdes de esterdides na suplementagdo lipidica.
Hawkins et al. (1995) avaliaram o mecanismo pelo qual a inclusdo de gordura na dieta
aumenta a concentracdo de progesterona circulante, através do fornecimento de sais de calcio
de &cidos graxos de cadeia longa, iniciando 100 dias antes do parto. A concentracdo de
progesterona foi maior para novilhas de corte mantidas nesta dieta, porém as concentragdes
luteais de progesterona foram similares entre os grupos, sugerindo que ndo houve diferenca na
taxa de secrecdo de progesterona. Por outro lado, o tempo requerido para a queda pela metade
das concentracBes circulantes de progesterona, ap0s ovariectomia, foi maior nas novilhas
suplementadas com gordura. Os autores sugeriram, entdo, que em vacas alimentadas com
dieta rica em lipidios, o fator principal relacionado ao aumento das concentracdes circulantes
de progesterona seria reducdo no clearance hepatico. Adicionalmente, Piccinato et al. (2009)
observaram in vitro que acidos graxos com cadeias de carbono de diferentes comprimentos
diminuiram o metabolismo de esteroides. Entretanto, esses resultados ndo foram corroborados
por um experimento subsequente realizado in vivo, através de infusdo de 6leo de linhaga no
abomaso. Por outro lado, ainda néo foi realizado um estudo de maneira precisa para calcular o
fluxo sanguineo hepatico nestas condi¢des experimentais.

Devido as diferencas na ingestdo de matéria seca e no nivel de producéo de leite, 0s
resultados das pesquisas com gado de leite ndo sdo necessariamente aplicaveis aos animais
para producdo de carne (Funston, 2004; Raes et al., 2004). Neste sentido, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de novilhas Nelore com gordura

protegida no tamanho folicular, volume luteal e nas concentracdes séricas de progesterona.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, localizada em Brasilia-DF (15°52° a 15°56°S e 48°00’ a 48°02” W), com
altitudes que variam de 1050 a 1250 m (Walter & Sampaio, 1998), entre 0s meses de
fevereiro e julho de 2008. Os protocolos de experimentacgdo utilizados estavam de acordo com
as regras do Comité de Etica na Experimentacdo com Animais da Universidade Estadual
Paulista e foram aprovados sob o0 nimero 19/2007 - CEEA.

Quarenta novilhas da raca Nelore ndo lactantes com idade entre 24 e 36 meses foram
utilizadas em um experimento tipo “cross-over” com duas repeti¢des e intervalo de 66 dias
entre o inicio de cada repeticdo. Todos os animais foram submetidos a avaliacBes ultra-
sonograficas ovarianas semanais desde o inicio do experimento para acompanhamento de
ciclicidade (presenca de CL em pelo menos uma de duas avaliagbes consecutivas). Estas
avaliacdes ultra-sonograficas foram realizadas por um unico operador, utilizando um aparelho
de ultra-som em tempo real (Aloka SSD-500 V; Aloka Co., Toquio, Japdo) com transdutor
linear trans-retal de 7,5 MHz.

Ao inicio do experimento, os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos
experimentais: C = Controle e G = Suplementacdo com gordura protegida ruminal e mantidos
em sistema de pastejo com Brachiaria decumbens e dgua a vontade. Nesse momento inicial,
0s animais dos grupos C e G apresentavam peso de 356,1 + 7,8 Kg e 361,7 £ 7,4 Kg e ECC
médios (escala de 1 a 5; Houghton et al., 1990) de 2,86 + 0,03 e 2,96 + 0,05, respectivamente.
Além disso, ao inicio da primeira repeticdo havia oito e sete fémeas em anestro para 0s grupos
G e C, respectivamente. Ao inicio da segunda repeticdo, sete e oito novilhas estavam
anovulatdrias para estes grupos experimentais.

Os suplementos foram oferecidos uma vez ao dia em cochos cobertos coletivos

respeitando a relacdo de 50 cm de cocho por animal, totalizando 50 dias de fornecimento para
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cada repeticdo. Dezesseis dias ap6s a primeira repeticdo, iniciou-se a segunda repeticdo e 0s
tratamentos foram invertidos, ou seja, os animais do grupo C passaram para o grupo G e vice-
versa. Os animais foram manejados em sistema de rodizio em seis piquetes de 5 ha, e para
eliminar o efeito de piquete, a rotacdo dos animais nos piquetes foi realizada baseando-se no
periodo de crescimento da forrageira. A taxa de lotagcdo (unidade animal/ha) para ambos 0s
grupos experimentais foi de 3,2 UA/ha.

Os dois suplementos experimentais foram formulados para atender os requerimentos
de mantenca para novilhas em crescimento. O suplemento G foi formulado para fornecer 100
g de MegaIaC-E® (Arm & Hammer, Rio de Janeiro, Brasil)/cabega/dia, gordura “by pass”
derivada de 6leo de soja que possui predominancia de acido linoléico em sua composicao,
acrescido de 400 g de concentrado, totalizando 500 g. O suplemento C foi formulado para
fornecer 800 g de concentrado. Dessa forma, o0s suplementos experimentais seriam
isoenergéticos e isoprotéicos. No entanto, devido a problemas de consumo total diario do
suplemento G, o qual se manteve com 75,8%, enquanto que o C foi de 96,2% do esperado na
primeira repeticdo do estudo, para a segunda, adicionou-se 100 g de milho moido por
cabeca/dia a cada um dos tratamentos, com o propdsito de elevar a palatabilidade. Tal
alteracdo resultou em um fornecimento diario de 900 g de concentrado/cabeca/dia para o
grupo C e 600 g concentrado/cabeca/dia para o G.

Apés a adicdo do milho moido, o consumo aumentou e manteve-se bem proximo do
desejado, com 95,7% no grupo G e 98,0% no grupo C e mesmo apds a alteracdo, 0s
suplementos continuaram isoenergéticos e isoprotéicos. O consumo foi estimado através da
pesagem didria da sobra do cocho.

A porcentagem relativa dos ingredientes utilizados para cada suplemento experimental

se encontra na Tabela 1.
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Durante o experimento foram realizadas avaliagdes semanais de ECC e mensais do
peso corporal dos animais para monitoramento do efeito dos suplementos no estado fisico das
fémeas.

Quinze dias ap6s o inicio do fornecimento dos suplementos experimentais, todos 0s
animais receberam um dispositivo intravaginal de liberacdo de progesterona (1,9 g de
progesterona natural, CIDR®, Pfizer, Hamilton, Nova Zelandia) e uma aplicacdo i.m. de 25
mg de PGF2a (Dinoprost Trometamina, Lutalyse®, Pfizer, Paulinia, Brasil), com o proposito
de obter novilhas com concentragdes circulantes de progesterona advindas exclusivamente do
CIDR®. Sete dias apds, o dispostivo intravaginal foi retirado e as novilhas receberam outro
tratamento com PGF2a. Onze dias apds, uma nova aplicacdo de PGF2a foi feita e a partir
deste dia foram realizadas observacgdes de estro quatro vezes ao dia, com duracao de uma hora
em cada periodo (00:00 h, 06:00 h, 12:00 h, 18:00 h) e exames ultra-sonograficos diarios para
acompanhamento do desenvolvimento folicular até confirmacdo da ovulacdo. Além disso,
foram obtidas mensuracdes ultra-sonograficas do didamentro do foliculo pré-ovulatério e do
volume luteal 7 e 14 dias apos a ovulacdo. O calculo do volume luteal foi realizado conforme
descrito por Sartori et al. (2002).

Colheitas de sangue foram realizadas atraves de puncdo da veia jugular em tubos sem
anticoagulante nos seguintes periodos: 4 dias apds a insercdo do dispositivo intravaginal de
progesterona a fim de detectar um possivel efeito da gordura no metabolismo da progesterona
e 7 e 14 dias ap0s a ovulagdo subseqiiente ao terceiro tratamento com PGF2a para dosagem
da concentracdo sérica de progesterona. Apos a colheita, o sangue foi mantido por 4 h em
temperatura ambiente e depois permaneceu a temperatura de 4°C por 24 h. As amostras foram
entdo, centrifugadas a 1529 x g por 15 min para obtencdo do soro. Em seguida, foram

armazenadas a -20°C para posterior analise.
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A dosagem de progesterona foi realizada em duplicatas através de radioimunoensaio
(Coat-a-count Progesterone®) conforme indicagdo do fabricante e obteve-se um coeficiente de
variagao intra-ensaio de 9,1%. A sensibilidade do ensaio foi de 0,02 ng/mL.

Na analise estatistica, as variaveis peso corporal, ECC, tamanho do foliculo ovulatério,
volume luteal e concentragBes séricas de progesterona 7 e 14 dias apds ovulagcdo foram
analisadas com um modelo que incluiu efeito aleatorio de novilha, considerando a matriz de
correlacdo auto-regressiva de primeira ordem devido as medidas repetidas, assim como 0s
efeitos fixos tratamento (G e C) e periodo (1 e 2), com o uso do procedimento MIXED do
SAS. Além disso, o efeito ciclicidade dentro de periodo foi incluido no modelo para a
varidvel concentracdo sérica de progesterona 4 dias ap6s a insercdo do dispositivo

intravaginal de progesterona.

Resultados e Discussao

Apesar de os animais terem ganhado peso durante o experimento, ndo houve diferenca
entre os tratamentos em relacdo ao peso e ECC medios das novilhas durante todo o periodo
experimental (P > 0,10). Tal resultado era esperado, ja que os animais dos dois grupos
experimentais receberam suplementos isoenergéticos e isoprotéicos.

Com relacdo a avaliacdo indireta da influéncia da suplementacdo com gordura
protegida ruminal no metabolismo de horménios esterdides, ndo foi possivel detectar
diferenca (P > 0,07) nas concentracdes séricas de progesterona 4 dias ap0s a insercdo do
dispositivo intravaginal de progesterona e aplicacdo de PGF2a entre os grupos G (3,4 + 0,3
ng/mL) e C (2,8 = 0,3 ng/mL). Esses resultados devem ser analisados com cautela e mais
experimentos devem ser desenvolvidos, para produzir subsidios cientificos suficientes e
convincentes para refutar definitivamente a hipotese de que a suplementacdo com gordura

protegida ruminal reduz o metabolismo hepatico de hormdnios esterdides.
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Apesar de terem sido realizados 80 protocolos de sincronizagio com PGF2q, a taxa de
deteccdo de estro foi de 30% (12/40) para o grupo G e de 22,5% (9/40) para o grupo C,
enquanto que a taxa de ovulacdo representou 45% (18/40) e 50% (20/40), para 0s respectivos
grupos experimentais, sendo que todas as novilhas que manifestaram estro, ovularam. Essas
baixas taxas de deteccdo de estro podem ter sido devido a diversos fatores. O primeiro deles,
foi o insucesso total em se induzir ciclicidade nas novilhas pré-paberes com o uso do
dispositivo intravaginal de progesterona novo por 7 dias. Logo, era de se esperar que pelo
menos 30 dos 80 animais submetidos ao protocolo de sincronizacdo ndo teriam resposta
satisfatoria. Além disso, outros estudos em Nelore também obtiveram baixos indices de
deteccdo de estro apds sincronizacao (Figueiredo et al., 1997; Pinheiro et al., 1998). Deve-se
considerar também que as novilhas foram submetidas a um manejo intensivo para avaliacfes
ultra-sonograficas e colheitas sanguineas e tais fatores estressantes podem ter influenciado
negativamente na expressao de estro e subsequente ovulacdo (Dobson et al., 2001).

O tamanho do foliculo ovulatério, o volume luteal 7 e 14 dias apds a ovulacéo, bem
como as concentracOes séricas de progesterona nao diferiram entre 0s animais que receberam
suplementacdo G ou C (Tabela 2). Contrariamente a esses resultados, outros estudos
detectaram aumento do didmetro do foliculo dominante em vacas de leite que receberam dieta
rica em AGP (Staples et al., 2000; Robinson et al., 2002). Da mesma forma, maior foliculo
pré-ovulatério também foi relatado em vacas de leite que receberam &cido linolénico
(Ambrose et al., 2006; Bilby et al., 2006) e linoléico (Bilby et al., 2006) em relacdo a grupos
controle. Para novilhas de corte submetidas a dietas isoenergéticas e isoprotéicas ricas em
lipidios (6leo de soja), apesar de ndo terem tido as concentracdes de estradiol do fluido
folicular afetadas, apresentaram maiores concentracfes de progesterona e aumento da
capacidade da granulosa em produzir progesterona (Ryan et al., 1992) em relacdo ao grupo

que foi alimentado com dieta sem a adicao de gordura.
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Uma das razbes a ser considerada pela auséncia de efeito da suplementacdo com
gordura nas varidveis reprodutivas analisadas neste estudo poderia ser o fornecimento
insuficiente de Megalac-E para as novilhas (100 g/d). Entretanto, estudos recentes em que
também foi oferecido 100 g/d de Megalac-E para vacas Nelore lactantes a pasto, observaram
incremento na fertilidade destes animais em programas de inseminagéo artificial em tempo
fixo em relagdo a grupos controle (Lopes et al., 2007; 2008).

Concordando com nossos resultados, suplementacdo com dieta rica em acido linoléico
ou linolénico ndo alterou o tamanho do foliculo dominante (Ambrose et al., 2006), o diametro
e a taxa de crescimento do foliculo pré-ovulatério (Childs et al., 2008b), e o tamanho do CL e
a concentracdo plasmatica de progesterona (Ambrose et al., 2006; Childs et al., 2008b). Vacas
leiteiras alimentadas com sais de calcio de acidos graxos linoléico e trans também
apresentaram diametros similares do foliculo pré-ovulatorio e luteal, em comparacdo aos
animais que receberam 6leo de palma (Cerri et al., 2009). Da mesma forma, os suplementos
lipidicos enriquecidos com acidos graxos n-9 cis (18:1c, oléico), n-9 trans (18:1t), n-6 (18:2,
linoléico, Megalac-R) ou n-3 (18:3, linolénico) nao interferiram nas concentracfes circulantes
de progesterona (Bilby et al., 2006).

Pelo fato de nédo ter havido diferenca entre 0s grupos experimentais para as variaveis
analisadas neste estudo e que outros trabalhos utilizando suplementagdo similar obtiveram
incremento na fertilidade de vacas Nelore (Lopes et al., 2007, 2008), acredita-se que os AGP
atuem de forma positiva na fertilidade por outro mecanismo, seja através da acdo direta nos
embribes; no Utero, inibindo a resposta luteolitica e contribuindo para a manutencdo da
prenhez (Petit & Twagiramungu, 2006; Childs et al., 2008a) ou mesmo na expressao génica
uterina e embrionaria. Desta forma, estudos para avaliar o efeito da suplementacéo de gordura

protegida na qualidade embrionaria, na expressdo génica embrionadria e uterina e no
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desenvolvimento embrionério in vivo se mostram necessarios para determinar a sua agdo em

animais zebuinos.

Concluséo
1. A suplementagdo com 100 g/d de gordura protegida aparentemente ndo afeta as
concentragdes circulantes de progesterona em fémeas zebuinas a pasto.
2. Esta suplementacdo também néo é capaz de alterar o tamanho do foliculo ovulatério

e 0 volume luteal em novilhas Nelore.
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Tabela 1. Porcentagem relativa dos ingredientes utilizados na composi¢édo dos suplementos

experimentais com gordura protegida ruminal (G) e controle (C) para novilhas Nelore.

Componentes

Grupo G (% relativa)

Grupo C (% relativa)

Fosfato bicalcico
Carbonato de calcio
Sulfato de calcio

Flor de enxofre
lodato de calcio
Oxido de magnésio
Sulfato de zinco
Sulfato ferroso
Sulfato de manganés
Sulfato de cobre
Selenito de sédio
Sulfato de cobalto
Sal comum

Uramido 40

Farelo de soja tostada
Agalmatolito

Milho

Vitamina A-1000000/g
Vitamina E-500/g
Vitamina D3-500000/g
Megalac-E

TOTAL

12,5
-
1,0
0,8

0,006

0,8
0,2

0,08
0,1
0,1

0,002

0,01

17,0

13,0

15,0
4,0

15,3

0,003
0,01
0,004
20,0
100,0

7,8
2,5
0,6
0,5
0,004
0,5
0,1
0,05
0,06
0,09
0,001
0,008
10,6
10,0
™
51
62,0
0,002
0,008
0,003
™
100,0

®JComponente ndo adicionado ao suplemento.
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Tabela 2. Resultados (média dos quadrados minimos + EP) do tamanho do foliculo
ovulatério, volume luteal e concentracdo sérica de progesterona 7 e 14 dias ap0s a ovulacao,

em novilhas Nelores suplementadas com gordura protegida ruminal (G) ou sem a adicdo de

gordura protegida (C).

Grupo G (n=18) Grupo C (n =20) P
Foliculo ovulatorio; mm 125+0,3 12,3+0,3 0,64
Volume luteal 7 dias apds ovulacgéo; 2.270,2 £ 312,8 2.356,1 = 300,5 0,80
mm?
Progesterona sérica 7 dias ap6s 34+0,3 34+0,2 0,82

ovulacdo; ng/mL
Volume luteal 14 dias ap06s ovulacao; 2.861,6 + 223,1 2.627,3 + 215,2 0,30
mm?

Progesterona sérica 14 dias apds 6,9+04 6,204 0,12

ovulagéo; ng/mL
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INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE TRABALHOS NA REVISTA PESQUISA
AGROPECUARIA BRASILEIRA

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e nao podem ter sido encaminhados a
outro periédico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

A Comissao Editorial faz andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como: escopo; apresentacdo do artigo
segundo as normas da revista; formulacdo do objetivo de forma clara; clareza da redacao;
fundamentagdo teérica; atualizagdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da
metodologia; resultados com contribuicdo significativa; discuss@o dos fatos observados frente
aos descritos na literatura; qualidade das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das
conclusdes. Apés a aplicacdo desses critérios, se 0 nimero de trabalhos aprovados ultrapassa
a capacidade mensal de publicacédo, é aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual séo
aprovados os trabalhos cuja contribuicdo para o avanco do conhecimento cientifico é
considerada mais significativa. Esse critério s6 € aplicado aos trabalhos que atendem aos
requisitos de qualidade para publicacdo na revista, mas que, em razéo do elevado nimero, nao
podem ser todos aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos
autores e 0s demais sdo submetidos a andlise de assessores cientificos, especialistas da area
técnica do artigo.

Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas, Novas Cultivares e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do Editor. Os
trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia,
Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

O texto deve ser digitado no editor de texto Word, em espaco duplo, fonte Times New
Roman, corpo 12, folha formato A4, margens de 2,5 cm, com péaginas e linhas numeradas.

APRESENTAGCAO DO ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracfes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

Artigos em portugués — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrdnicos, Resumo,
Termos para indexacéo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados e Discusséo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

Artigos em inglés — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrdnicos, Abstract, Index terms,
titulo em portugués, Resumo, Termos para indexa¢do, Introduction, Material and Methods,
Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables, figures.

Artigos em espanhol — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrbnicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Material y
Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e
figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de
artigos redigidos em inglés.

Titulo

* Deve representar o contetdo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-
se o0s artigos, as preposi¢oes e as conjungoes.

* Deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

* Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como "efeito" ou "influéncia".
* Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

* Nao deve conter subtitulo, abreviacdes, férmulas e simbolos.

* As palavras do titulo devem facilitar a recuperacé@o do artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.
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Nomes dos autores

* Grafar os nomes dos autores com letra inicial mailuscula, por extenso, separados por virgula;
os dois Ultimos sdo separados pela conjuncdo "e", "y" ou "and", no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

* O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um namero em algarismo arabico, em
forma de expoente, entre parénteses, correspondente & respectiva chamada de endereco do
autor.

Endereco dos autores

* Sao apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletrdnico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

* Devem ser agrupados pelo endereco da instituicdo.

* Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.

Resumo

* O termo Resumo deve ser grafado em letras minudsculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

* Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢cdes, conjuncdes e artigos.
* Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos
empregados na pesquisa, 0s resultados e a concluséao.

* O objetivo deve estar separado da descricdo de material e métodos.

* Nao deve conter citacdes bibliograficas nem abreviaturas.

* O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o0 verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacéao

* A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

* Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

* Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

* Nao devem conter palavras que componham o titulo.

* Devem conter o0 nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

Introducéo

* A palavra Introducdo deve ser centralizada na pagina e grafada com letras mindsculas,
exceto a letra inicial, e em negrito.

* Deve ocupar, no maximo, duas paginas.

* Deve apresentar a justificativa para a realizag&o do trabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o
assunto.

* O (ltimo paragrafo deve expressar o objetivo, de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

* A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito; Os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minUsculas, exceto as letras iniciais.
* Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

* Deve apresentar a descri¢cdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

* Deve conter a descri¢éo detalhada dos tratamentos e variaveis.

* Deve-se evitar 0 uso de abreviagBes ou as siglas.

* Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

* Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricGes de técnicas de uso corrente.
* Deve conter informacdo sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.
* Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

* Pode conter tabelas e figuras.
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Resultados e Discusséo

* A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada na pégina e grafada em negrito;
Os termos Resultados e Discussdo devem ser grafados com letras mindsculas, exceto a letra
inicial.

* Deve ocupar quatro paginas, no maximo.

* Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
* As tabelas e figuras sdo citadas sequencialmente.

* Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos frente aos
apresentados por outros autores.

* Dados nao apresentados nao podem ser discutidos.

* N&o deve conter afirmacdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

* As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracao do texto
em questédo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo
€ necessaria nova chamada.

* N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

* As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusdes

* O termo ConclusGes deve ser centralizado na pagina e grafado em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo, e elaboradas com base no objetivo do trabalho.

* Nao podem consistir no resumo dos resultados.

* Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

* Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

* A palavra Agradecimentos deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito, com letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou instituicdes).

* Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

* A palavra Referéncias deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
Ultimos 10 anos e 70% de artigos de periédicos.

* Devem ser normalizadas de acordo com as normas vigentes da ABNT.
* Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-
e-virgula, sem numeragao.

* Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

* Devem conter os titulos das obras ou dos periédicos grafados em negrito.

* Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citacao.

* Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.

* Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentdvel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria.
Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Po6s-Graduagdo em Engenharia Florestal, 2004.
p.153-162.
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Artigos de periédicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. ldentificacdo de QTL associados a
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Capitulos de livros
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Livros
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Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
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Teses e dissertacdes
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Fontes eletrénicas
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Citacdes

* Ndo sdo aceitas citacdes de resumos, comunicacdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

* A autocitacdo deve ser evitada.

Redacéo das citacfes dentro de parénteses

* Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido de virgula
e ano de publicacéo

* Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra mailscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.
* Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
mailscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicagéo.

* Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

* Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar 0S anos de publicagéo separados por virgula.
* Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original, seguido
da expressao "citado por" e da citacdo da obra consultada.

* Deve ser evitada a citacao de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacédo; no caso de uso
de citacdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacédo das citacGes fora de parénteses
* Citacbes com os nomes dos autores incluidos na sentengca: seguem as orientacdes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; s@o separadas por virgula.

Férmulas, expressdes e equacfes matematicas

* Formulas, expressfes, simbolos ou equagdes matematicas, escritas no editor de equacdes
do programa Word, devem ser enviadas também em arquivos separados, no programa Corel
Draw, gravadas com extensdo CDR.

* No texto, devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

* Nao devem apresentar letras em italico ou negrito.

Tabelas
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* As tabelas devem ser numeradas seqiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas
em folhas separadas, no final do texto, apés referéncias.

* Devem ser auto-explicativas.

* Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

* QOs elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliogréficas.
* O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro,
conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis
dependentes.

* No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o contetdo de cada coluna devem
ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no
titulo ou nas notas-de-rodapé.

* Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

* Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.
* Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados
ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

* Na comparacéo de médias de tratamentos sao utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, & direita do dado, letras mindsculas ou mailsculas, com a indicacdo em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade.

* Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-los
ainda na base da tabela, para separar o conteldo dos elementos complementares.
* Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

* As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas

* Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

* Notas de chamada: séo informacBes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Séo indicadas em algarismo aradbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do namero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. Sao apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.
* Para indicacao de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ™ (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de
probabilidade, respectivamente).

Figuras

* S8o consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto.

* SO0 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacao
dos fatos descritos.

* O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do namero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

* Devem ser auto-explicativas.

* A legenda (chave das convencgdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

* Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais mailsculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

* Figuras nao-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

* O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também ¢é obrigatério o crédito para
o autor de desenhos e graficos que tenham exigido agdo criativa em sua elaboracéo.
* As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

* Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).
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* Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

* As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacdes que
comprometa o entendimento do grafico.

* Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducéo gréafica
e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

* Devem ser gravadas no programa Word, Excel ou Corel Draw (extensdo CDR), para
possibilitar a edigcdo em possiveis corre¢des.

* Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

* No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

* Nao usar negrito nas figuras.

* As figuras na forma de fotografias devem ter resolucéo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas
em arquivos extensédo TIF, separados do arquivo do texto.

* Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
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