BRAITNER MATIAS PEREIRA

SUPLEMENTACAO ENERGETICA, VITAMINICA
E MINERAL (CANTER OF®)EM DOADORAS DE
EMBRIOES BOVINOS

Alfenas-MG
2008



BRAITNER MATIAS PEREIRA

SUPLEMENTAGCAO ENERGETICA, VITAMINICA
E MINERAL (CANTER OF®)EM DOADORAS DE
EMBRIOES BOVINOS

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal da
Universidade José do Rosario Vellano,
como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Anténio de Carvalho Fernandes

Alfenas-MG
2008



Pereira, Braitner Matias

Suplementacdo energética, vitaminica e mineral
(Canter OF®) em doadoras de embrides bovinos. Braitner
Matias Pereira. -- Alfenas: Unifenas, 2008. 54p.

Orientador: Prof. Dr. Carlos A. de C. Fernandes

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade José do Roséario Velano.

1. bovino, nutrigdo e transferéncia de embrido.

CDU: 636.2 (043)




Aos meus avos José Rufino Pereira e Maria
Terezinha Pereira (in memorian) e aos meus pais
José Matias-Pereira e Valdelice de Almeida Pereira,

pelos estimulos e apoio nunca negado.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Carlos Antbnio de Carvalho Fernandes.

Que me acolheu como orientando, pela sua experiéncia cientifica e pelos seus
ensinamentos inigualaveis; bem como a Profa. Dr. Marilu Martins Gioso, co-orientadora,
pela ajuda no desenvolvimento desta pesquisa, em especial nas analises dos seus
resultados.

Aos meus professores do mestrado, principalmente ao Professor Paulo Roberto
Corréa Landgraf, aos colegas de turma do mestrado e aos graduandos: Felipe Assis,
Leonardo Nassar e Carlos Eduardo Colorado, pela ajuda e estimulo que sempre me deram
nas horas mais dificeis.

Aos meus pais, Jose Matias-Pereira e Valdelice de Almeida Pereira, responsaveis
pela minha formacao pessoal e profissional. A dedicagdo e o apoio, com muito amor e
carinho, particularmente nos momentos mais dificeis, foram fundamentais para que eu
pudesse buscar e alcangar os meus objetivos como pessoa e profissional.

A Larissa Paiva do Nascimento, minha namorada, pela ajuda e compreensao, ao
longo da nossa caminhada juntos.

A Biotran e seus funcionarios, que me ajudaram na realizagdo do experimento e no
desenvolvimento desta pesquisa.

Ao senhor Jodo Contti, proprietario da Fazenda Bela Vista, que cedeu os animais
para o experimento.

A FAPEMIG e a Ouro Fino, pelo patrocinio, que tornou possivel a realizacdo deste
trabalho.

As instituicdes e pessoas que, de forma direta ou indireta, colaboraram para a

realizacao desta pesquisa.



SUMARIO

1 INTRODUGAO

2 OBJETIVO

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Desenvolvimento folicular e superovulagao em bovinos
3.2 Componentes do produto Canter OF®
3.2.1 Vitamina A
3.2.2 Betacaroteno
3.2.3 Carnitina
3.2.4 Selénio
3.2.5 Cobre
3.2.6 Vitamina E
3.2.7 Quelatos
3.2.8 Cromo
3.3 Superovulacao

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local
4.2 Doadoras.
4.3 Programa existente, avaliacdo dos dados histéricos: como estratificados ---------------
4.4 Avaliagbes Ultra-sonograficas
4.5 Esquema de superovulagao, coleta dos embrides e avaliagdo dos mesmos------------
4.6 Rastreamento e manipulacéo dos embrides
4.7 Receptoras, transferéncia dos embrides e diagndstico de gestagao
4.8 Andlises estatisticas

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Resultados relacionados a superovulagao
5.2 Numero e taxa de gestacao
5.3 Doadoras com historico de baixa produ¢ao embrionaria
5.4 Doadoras com histérico de boa producdo embrionaria
6. CONCLUSOES

7. REFERENCIAS

8. ANEXO
8.1 Caracteristicas do Produto Canter OF®

08

12

13
13
16
16
18
18
19
22
23
24
26
28

34
34
34
35
35
36
38
41
41

43
43
44
46
46
49

50

58
58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Descrigdo dos parametros utilizados para classificagdo do estagio de

desenvolvimento de embrides bovinos 39

Tabela 2- Descrigcao dos parametros utilizados para classificagdo dos Embrides

bovinos quanto a qualidade (constituicdo morfolégica) 40

Tabela 3- Escore de classificacdo e qualidade embrionaria 41

Tabela 4,5- Resultados de superovulagio e produgdo embrionaria em animais

tratados e nao tratados com Canter OF 44

Tabela 6,7- Resultados pareados de superovulacido de todos os animais tratados e nao

tratados com Canter OF 44

Tabela 8,9- Resultados pareados de superovulagao e producédo embrionaria

de todos os animais com histoérico de baixa resposta superovulatéria 46

Tabela 10,11 - Resultados pareados de superovulagao e produgao embrionaria de

todos os animais com histérico de boa resposta superovulatéria 46



RESUMO

Pereira, Braitner Matias. Suplementagao energética, vitaminica e mineral Canter OF®.
em doadoras de embrides bovinos. Orientador: Carlos Anténio de Carvalho Fernandes.
Alfenas: Unifenas, 2007. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal).

O que se espera do tratamento superovulatorio de uma fémea bovina utilizada como
doadora em programas de transferéncia de embrides (TE) é que esta produza estruturas em
quantidade e qualidade. A nutricdo e reprodugado sdo dois aspectos que possuem estreitas
interrelagdes, em qualquer sistema de produgao. O Canter OF® é um suplemento nutricional
com vitaminas, minerais e aminoacidos, cujos constituintes poderiam melhorar os resultados
de fémeas bovinas submetidas a superovulagdo. O objetivo deste trabalho foi verificar os
efeitos da administragcdo do Canter OF® sobre a resposta superovulatéria e a producao
embrionaria de doadoras zebuinas submetidas aos programas de TE. Foram realizados 42
protocolos de superovulacdo, em 21 fémeas bovinas doadoras da ragca Guzera, com peso
corporal superior a 350 Kg, idade entre 20 e 60 meses e que estavam ciclando em intervalos
regulares (21+3 dias). Os animais foram manejados em regime de semiconfinamento e
receberam a mesma alimentacdo durante todo o periodo experimental, composta de
volumoso e suplementagao mineral ad libitum, visando manuteng¢ao do escore de condigao
corporal entre 3 e 4 (escala de 1 a 5). Todos os animais utilizados passaram pelo menos
uma vez pelo grupo tratado (Canter OF® e pelo grupo controle num esquema de
delineamento “Cross-over”. O produto foi administrado diariamente (20 ml) a cada animal,
de forma individual por 30 dias antes da colheita dos embrides. Foram avaliadas as
seguintes variaveis: influéncia dos tratamentos sobre a resposta ovariana ao protocolo
superovulatério (numero e didmetro meédio dos foliculos no dia da inseminagao), numero de
corpos luteos presentes no dia da colheita de embrides, taxa de recuperagcédo embrionaria,
total de estruturas produzidas, nimero de embrides viaveis ou degenerados e odcitos nao
fecundados e a taxa de gestagao das receptoras. Os resultados mostraram que, quando séo
analisados todos os animais utilizados nao se observaram diferengas (P>0,05) entre o total
de corpos luteos (10,20£2,04 e 9,79 +1,73), total de embrides (7,64+2,06 e 6,64+1,71) e
embrides viaveis (4,6411,24 e 4,68+1,03) entre o grupo Controle e o Tratado com Canter
OF®, respectivamente. Quando se avaliaram apenas as vacas com pequena resposta
superovulatoria e produgao embrionaria ruim, os resultados do tratamento com Canter OF®
sdo diferentes. Para estes animais, algumas das variaveis estudadas foram superiores no
grupo tratado com Canter OF®. Neste grupo, o tratamento com Canter OF® aumentou a
resposta superovulatoria, o total de embrides por coleta e o numero de embrides viaveis
(P<0,05). E os animais com histérico de resposta superovulatéria boa ndo apresentaram
nenhuma alteracdo estatisticamente significativa. Conclui-se que o produto, no protocolo
utilizado foi eficiente em estimular maior nimero de ovulagdes, e producdo de embrides,
somente em doadoras com produgdo embrionaria baixa.

Palavras chaves: Bovino, Nutricdo e Transferéncia de embrido.



ABSTRACT

Pereira, Braitner Matias. Energetic, vitamin and mineral supplementation, (Canter OF™
in bovine embryo donors. Adviser: Carlos Antdénio de Carvalho Fernandes. Alfenas,
Unifenas, 2007. Dissertation (Master’s degree in Animal Science ).

A female bovine used as a donor in embryo transfer programs (ET) should produce
structures with quality and quantity. The improvement of the efficiency of livestock production
is a complex biological system involving interactions of hormonal, genetic, metabolic and
nutritional factors. Nutrition and reproduction are closely linked in any production system.
Canter OF™ is a nutritional supplement with vitamins, minerals and amino acids, which
could improve the performace of female cattle in superovulation programs. The purpose of
this paper was to verify the effects of the of Canter OF ™adiminitration on the superovulatory
response and embryo production in (ET) zebu cows. Forty-two superovulation protocols were
carried out with , on 21 Guzera breed female bovine doners, aged 20-60 months, weighing
more than 350 kg, and having normal estrous cycles (21 + 3 days). The animals were kept in
semiconfinement and received the same diet during the trial period, consisting of grass and
mineral supplementation ad libitum to maintain the body condition score of between 3 and 4
(scale of 1 to 5). All animals passed thorough both the group (Canter OF ™) and the control
group atleast once, in “Cross-over” design. The product was administrated daily (20 ml) to
each donor individually during the trial period. The following variables: influence of the
treatments on the ovarian response to the ovarian response to the superovulatory protocol
(numberand average diameter of follicles on insemination day); number of corpora lutea
present on flushing day; embryo recovery rate; total embryos; number of and degenerate
embryos and nofertilized eggs, and recipient gestation rate. The results showed that no
difference (P> 0.05) was found between the number of corpora lutea (10.20 + 2.04 and 9.79
+ 1.73 to a), total embryos ( 7.64 + 2.06 to 6.64 £ 1.71) and viable embryos (4.64 + 1.24 and
4.68 + 1.03 to a) and between the control group and the Canter OF™ group, respectively.
When evaluation concerned only the cows with low superovulatory response and poor
embryo production, the results with Canter OF™ treatment were different were different. In
this group, Canter OF™ treatments were different. In this group, Canter OF™ treatment
increased the superovulatory response, the number of embryos per flushing, and the number
of viable embryos (P <0.05). It the animals with a history of good superovulatory response no
statistically significant alteration was found. In conclusion, the product used in the present
protocol was effective to increase the superovulatory response and embryo production only
in a donor with a low embryo production.

Keywords: Bovine; Nutrition; Embryo Transfer.



1 INTRODUGAO

Nutricdo e reproducido sao dois aspectos que possuem estreitos lagos, em
qualquer sistema de producdo animal. A nutricdo é responsavel pela expressao e
funcionamento de rotas metabdlicas que permitirdo ao animal expressar todo seu
potencial produtivo e/ou reprodutivo (LOCK & GARNSWORTHY, 2002). Estas rotas
metabdlicas relacionadas a reproducédo sdo complexas, e em varias situagdes nao
tém o mecanismo totalmente elucidado. Independente da via metabdlica envolvida, a
regulacdo que a nutricdo exerce sobre a reproducdo de machos e fémeas ocorre,
principalmente, por efeitos no cérebro, mais especificamente no hipotalamo, onde

sera alterada a secrecao de GnRH.

O principal mecanismo de controle da reproducdo de fémeas bovinas pela
nutricdo ocorre pela alteracao na secregao de GnRH (SCHILLO, 1992). Varios sao
os metabolitos circulantes indicados como responsaveis por estimular a liberagao de
GnRH, porém as substancias oxidaveis, como glicose, acidos graxos né&o
esterificados e alguns aminoacidos, parecem ser os principais agentes que ativam
as rotas neuroenddécrinas responsaveis pelo controle da reprodugdo em bovinos.
Atualmente ainda se sabe muito pouco sobre como o animal informa ao sistema
nervoso central sobre o status nutricional e de como esta informacgao é traduzida em

um sinal neuroenddcrino.
Os efeitos da nutricdo sobre a reproducédo podem ocorrer por diferentes vias:

1- Acao direta nas gbnadas — os nutrientes absorvidos s&o destinados para as
células germinativas e para células enddcrinas. O requerimento absoluto destas

células ndo é grande, tanto para proteina quanto para energia.

2 —Efeitos no hipotalamo e hipofise — o efeito no eixo hipotalamo—hipofise
pode ocorrer pela alteragcdo na secrecdo de GnRH do hipotalamo ou na
sensibilidade da hipofise a este hormdnio. Varios metabolitos nutricionais e

horménios do metabolismo podem afetar a reproducéo por agirem nestes locais.

3 — Metabolismo de hormoénios esterdides. O metabolismo dos horménios

esterdides é feito principalmente no figado por uma série de enzimas, sob controle



de um fator hipofisario. Hoje ja se sabe que este fator € o horménio do crescimento
(MODE et al., 1983). Como a secregcdo da somatotrofina é altamente afetada pela
nutricdo, o metabolismo dos esteroides gonadais € também influenciado. Neste caso
a atividade biologica dos esterdides estaria alterada. Principalmente o efeito da retro-
alimentacdo no hipotalamo, com consequente mudanca na secrecido de

gonadotrofinas e atividade ovariana.

4 — Clearance hormonal - Em condicbes de restricdo alimentar o fluxo
sanguineo para o figado fica reduzido. Como este 6rgdao é o principal local de
metabolismo de horménios, principalmente os esterdides, esta rota metabdlica fica

comprometida, com possivel alteragdo na agdo destes hormonios.

5 — horménios do metabolismo - O status nutricional do animal pode afetar o
padrdo de secrecdo e atividade dos hormébnios que regulam o metabolismo.
Hormonios como insulina, somatatrofina e varios fatores de crescimento (IGFs, NGF,
TGF etc.) tém sua atividade alterada pelo padrao nutricional. Como estas
substancias afetam o desenvolvimento folicular (KRUMMEN et al., 1993) e outros
processos reprodutivos, trata-se de um outro mecanismo de interacédo entre nutricao

e reproducao.

O que se espera como bom desempenho de uma fémea bovina utilizada
como doadora de embrides em um programa de TE € que esta produza estruturas
em quantidade e de qualidade (viaveis). Existem varias descrigbes na literatura de
interagbes entre nutricdo e produgao embrionaria, e os aspectos fisiolégicos e/ou

endocrinolégicos envolvidos nesta inter-relacdo (BO et al., 2006a, 2006b).

Vale ressaltar que a eficiéncia em producido de embrides ndo esta associada
apenas a variaveis que atuam proximas ao processo de superovulacdo até a
colheita dos embrides. Os efeitos da nutricdo nestes mecanismos vao além,
influenciando o desenvolvimento folicular, qualidade do odcito, taxa de ovulagao,

desenvolvimento do embrido.

Nos ultimos anos, a pecuaria de corte brasileira apresentou notavel
crescimento. A situacdo atual da pecuaria de corte no Brasil coloca o Pais em
destaque neste setor no contexto mundial. Além de possuir 0 maior rebanho
comercial de bovinos do mundo, o pais alcangou recentemente a posicdo de maior

exportador mundial de carne. Uma analise mais ampla dos mercados - interno e



externo - parece apontar em situacdes opostas, numa primeira impressao. De um
lado temos uma demanda crescente do mercado externo. Constata-se que o
chamado “boi verde” brasileiro esta atraindo cada vez mais consumidores nos
diferentes locais do mundo. Porém, internamente um contexto indesejavel pressiona
a pecuaria de corte em sentido contrario. Com valorizacdo e aumento da demanda
de propriedades para a producdo de graos e biocombustiveis € crescente e
inevitavel a perda de areas originalmente de pastagens para a agricultura. Estima-se
gue nos proximos 5 anos, mais de 15 milhdes de hectares de pastagens se tornaréo
areas de cultivo de soja, milho, algodao, cana-de-agucar e outros. Em resumo, o
Brasil tera que produzir mais carne numa area menor. Estas forgas, aparentemente
opostas, apontam para uma mesma diregdo: aumento de produtividade. O
melhoramento genético € uma das ferramentas que podem auxiliar nesta melhoria

de produtividade.

O melhoramento genético dos rebanhos é condi¢ao primordial para produgao
de carne em quantidade e principalmente em qualidade. As tecnologias associadas
a reproducdo apresentam grande impacto nos sistemas de criagdo, no ganho
genético e também na disseminacdo de genes de animais considerados superiores
(VAN ARENDONK & BIJMA, 2003).

A selecdo genética em bovinos proporcionou animais com alta produgao de
leite e carne. No entanto, em condi¢des naturais, os animais conseguem produzir, no
maximo, uma cria por ano. A multiplicacdo mais efetiva de animais geneticamente
superiores implica a necessidade da utilizacdo de biotécnicas como ferramentas
para aumentar a produ¢do de descendentes. Assim, quanto maior o numero de
embrides viaveis produzidos, maior sera o numero de crias geradas por ano.
Juntamente com a superovulagdo, varios fatores contribuem para influenciar as
variaveis producado e qualidade de embrides. Entre esses fatores destacam-se os
nutricionais, que produzem efeitos significativos na superovulagédo (YAAKUB et al.,
1999).

O desenvolvimento de tecnologias que visam aumentar a oferta de animais de
genética de qualidade diferenciada pode, sem duvida, contribuir no sentido de
melhorar as caracteristicas dos produtos de pecuaria de corte e simultaneamente
permitir a um numero maior de criadores o acesso a reprodutores que possam

realmente atuar como melhoradores dos plantéis.



As descobertas ocorridas em relagdo aos aspectos da fisiologia da
reproducdo em bovinos aumentaram as expectativas e possibilidades sobre a
capacidade de contribuicdo das fémeas no melhoramento genético da espécie. Com
estes conhecimentos, novas biotecnologias tiveram sua utilizagao viabilizada na
pratica, tanto econdmica quando na forma de aplicacdo (FORTUNE et al., 1991;
GINTHER et al., 1997). A transferéncia de embrides (T.E.) € uma destas tecnologias.
Esta técnica desenvolve-se rapidamente na pecuaria bovina brasileira. Segundo a
IETS (International Embryo Transfer Society-2004), o Brasil ocupa o segundo lugar
na aplicagao desta tecnologia. Com ela, o melhoramento genético pode ser efetuado
com mais rapidez e eficiéncia, mesmo em pequenas populacdes de animais, com a
disseminagdo do material genético de uma fémea zootecnicamente superior
(PEREIRA, 2007).



2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram verificar os efeitos do tratamento com Canter
OF® sobre o desempenho de doadoras de racas zebuinas em programas de

transferéncia de embrides, avaliando os aspectos abaixo relacionados:
- Numero de ovulagdes induzidas.
- Producgao embrionaria total.
- Taxa de recuperacéo embrionaria.
- Embrides viaveis ou degenerados e odcitos ndo fecundados.

- Taxa de gestacdes das receptoras.



3 REVISAO DA LITERATURA

Desenvolvimento folicular e superovulagao em bovinos

Em face da grande variagdo na oferta de alimentos nos diferentes periodos
do ano, as espécies primitivas desenvolveram mecanismos de adaptacdo as
condigbes de escassez de alimentos. Dentre estes, sdo observadas principalmente
trés estratégias, relacionadas a interagdo entre reprodugdo e nutricdo, que neste
periodo funcionaram como critérios de adaptacao e selecdo natural: a presenca de
reservas corporais de proteina, glicogénio e gordura; meios de prever quando a
dieta sera suficiente para gestagdo e/ou lactacdo; e alteracdo de eventos
reprodutivos em fungdo de aspectos nutricionais (KING et al., 1993). Algumas
espécies conservaram estes mecanismos ou parte deles até hoje, porém a
domesticacdo eliminou total ou parcialmente estas estratégias em varias outras
espécies. A selegcdo genética para produgédo intensiva, sem duvida, fez diminuir ou
mesmo desaparecer as caracteristicas de adaptacao, ou de tolerancia as condigcdes
de menor disponibilidade de alimentos. Nestes animais, a restricdo alimentar sempre

sera mais negativa a reproducao.

A grande variagdo dos resultados da superovulagdo € o principal fator
limitante a contribuicdo que a técnica de transferéncia de embrides (TE) pode
fornecer ao melhoramento genético. Conforme sustentou Fernandes (2000),
passados quase cinco décadas do nascimento do primeiro bovino oriundo da técnica
de TE, poucas mudangas significativas ocorreram nos protocolos de superovulagao.
A grande variagdo na resposta aos tratamentos hoje praticados causa sérios
transtornos, ao técnico e ao proprietario, devido a impossibilidade de se prever
seguramente os resultados. E um consenso a necessidade de estudos visando a
possibilidade de controle de algumas variaveis, e a busca de outras ainda
desconhecidas, para que o processo de superovulagdo possa ser uma etapa mais
previsivel dentro do contexto da TE. Conhecimentos sobre o mecanismo do
recrutamento, desenvolvimento, selecdo e dominéancia dos foliculos, parecem ser um
ponto-chave para explicar algumas das variagbes nos resultados da indugdo de

ovulacdes multiplas em bovinos.



O balango energético positivo € importante para maximizar os resultados da
superovulacao (NOTTLE et al., 1988; KING et al., 1993; GUTIERREZ et al., 1997),
porém nao se deve permitir um aumento demasiado nos escores da condi¢cdo
corporal (ECC), pois os animais nestas condicbes sdo mais suscetiveis ao calor e a
problemas como cistos ovarianos e outros disturbios. O estudo com vacas zebuinas
desenvolvido por Siddiqui et al. (2002) mostraram que animais com escore de
condigao corporal (ECC) muito elevado (4,0 a 4,5 numa escala de 1 a 5), produziram
menos embrides que outros, da mesma raca, sob as mesmas condi¢cdes ambientais,

que apresentavam ECC regular ou bom (2,5 a 3,5).

Os efeitos dos macro e microminerais sobre os resultados de superovulagao
em bovinos ndo sdo consenso na literatura. Existem trabalhos que apresentaram
resultados benéficos na suplementagao de algum elemento, o que ndo é confirmado
por outros autores. De fato, ndo é facil, ou as vezes possivel, comparar resultados
de trabalhos realizados em condigdes diferentes, onde variam desde a categoria
animal, raga, condigbes ambientais, de solo e a dieta fornecida. (PEREIRA et al.,
2007).

O processo ovulatorio € o principal mecanismo influenciado pela nutrigao.
Nas espécies domésticas que possuem varias ovulagdes por ciclo, o numero destas
pode variar de acordo com a condi¢do nutricional. Este conhecimento € antigo e
utilizado como ferramenta de manejo denominado “FLUSHING” em suinos e ovinos.
O efeito do aporte de energia sobre a taxa de ovulagao é muito rapido. A influéncia
ocorre a partir de 4 a 6 dias apés a mudancga de aporte nutricional (OLDHAM &
LINDSAY, 1984; STEWART & OLDHAM, 1986).

N&o existe um consenso sobre o fator nutricional responsavel por regular a
taxa de ovulacdo. A proteina é o principal componente da dieta que influéncia a taxa
de ovulagdo. Porém, em ruminantes, deve-se creditar este efeito somente a fracédo
protéica que escapa a fermentagdo rumenal. Segundo Driancourt (2001), ndo a
proteina, mas os carboidratos, especificamente a taxa circulante de glicose, é o fator
nutricional regulador da taxa de ovulagdo. Esta afirmacédo se baseia em trabalhos
realizados com infusao pds-rumenal de glicose, que afeta a taxa de ovulagdo. Uma
terceira corrente cita interacdo entre energia e proteina no controle da taxa de
ovulacao. King et al. (1993) relatam que o nivel glicémico capaz de afetar a taxa de

ovulagdo € dependente da proteina dietética, ou seja, da concentragcdo de



aminoacidos circulantes. Embora o efeito da nutricdo sobre o desenvolvimento
folicular seja mais perceptivel nas fases finais, provavelmente esse efeito ocorre em
todos os estagios anteriores (NOTTLE, SEAMARK & SETCHELL, 1988). O efeito
sobre a taxa de ovulacdo ocorre por alteragdo na atresia folicular. O efeito do
“flushing”, segundo varios autores, se da principalmente por uma redug¢ao na atresia,
nos estagios finais de desenvolvimento folicular. Como os efeitos podem ser
observados em poucos dias, € provavel que a principal influéncia dos fatores
nutricionais sobre a taxa de ovulacdo ocorra mesmo nas fases finais (NOTTLE,
SEAMARK & SETCHELL, 1988).

A acao dos fatores nutricionais sobre a ovulagdo ocorre de duas formas. Em
condigbes nutricionais ideais, o foliculo é mais sensivel e permanece mais tempo no
estagio de dependéncia de gonadotrofinas. Além disto, os niveis circulantes de FSH
seriam maiores. Os foliculos sdo mais sensiveis a alteracbes nutricionais nos
periodos de rapido desenvolvimento. Neste periodo eles sdo dependentes de FSH e
LH e, na falta destes hormdnios, entram rapidamente em atresia. Na vaca, os efeitos
da nutricdo sobre o desenvolvimento folicular ocorrem principalmente por alteragao
nos niveis circulantes de gonadotrofinas, que exercem um papel central no
desenvolvimento folicular e ovulagdo (NOTTLE, SEAMARK & SETCHELL, 1988).

A influéncia dos niveis nutricionais de energia e proteina sobre os niveis
circulantes de gonadotrofinas nas fémeas bovinas foi descrito ha varios anos
(GOMBE & HANSEL, 1973), porém os resultados da literatura ainda sao conflitantes.
Nao € possivel comparar resultados de trabalhos ou condigdes distintas, que
utilizaram diferentes metodologias de coleta, estocagem e forma de mensuragao das

gonadotrofinas.

Os efeitos do aporte nutricional sobre a populacéo folicular em novilhas de
corte foram estudados por Gutierrez et al. (1997). Os resultados demonstraram que
0 grupo mais bem-alimentado apresentou uma maior populagéo folicular. Este efeito,
porém ocorreu apenas nos foliculos de pequeno didmetro (<4mm), e ndo nos de
didmetro médio (4—-8mm) ou grande (>8mm). Nos animais com melhor balango
energético, a populagado aumentou 37% em relagdo ao grupo que apenas manteve o
peso. Esta diferencga foi observada apenas nos trés primeiros dias do ciclo. Segundo
Viana (1996) e Fernandes (2000), ocorre variagao na populagéo folicular durante o

ciclo estral, em decorréncia da relacdo de dominancia folicular. O melhor momento



para avaliacdo da populagdo folicular € quando a dominancia ainda ndo esta
estabelecida. Os resultados de Gutierrez et al. (1997) e Gong; Bramley & Wilmut
(1993) mostraram que as variagdes nutricionais podem alterar o recrutamento
folicular, mas nado afetam a selecdo e dominancia, em bovinos. Segundo estes
autores esta resposta pode ser observada a partir de 5-8 dias da mudancga na

alimentagao.

Fernandes (2000) relatou que um dos fatores de sucesso da superovulagao
consiste em iniciar o tratamento com gonadotrofinas quando existir uma boa
populacdo de foliculos sensiveis, 0 que é possivel conseguir com alteragdo nos
padrées nutricionais, alguns dias antes do inicio do tratamento. O maior nimero de
foliculos por onda observado em animais com nutricdo adequada, em relagcéo a
outros com restricdo alimentar, se deve, segundo Wiltbank (2001), a um maior fluxo
sanguineo no figado e aumento de substancias como a insulina, IGF1 e GH. Porém
a alteracdo nestes metabdlitos ndo € indicada como responsavel pelo maior

recrutamento folicular em outros trabalhos, como citado por Gutierrez et al. (1997).

A existéncia de uma maior sensibilidade dos foliculos ao FSH - ou seja, uma
menor necessidade de FSH para dar suporte ao desenvolvimento dos foliculos na
fase da dependéncia de gonadotrofinas em animais com boas condigdes nutricionais
-, pode ser um mecanismo a ser utilizado no manejo de doadoras durante o
processo superovulatério. Animais que possuem as demandas nutricionais
atendidas, respondem de forma mais satisfatéria a estimulos exégenos para
desenvolvimento folicular (DOWNING & SCARAMUZZI, 1991).

A nutricdo durante o periodo em que emergem do ovario os foliculos
primordiais — quando realizada aproximadamente seis meses antes da sua ovulagao
em ovelhas e trés a quatro meses em vacas - pode influenciar a taxa de ovulagao e
a qualidade dos odcitos. Em vacas de alta producao leiteira e balanco energético
negativos, reduz-se a insulina e IGF-1, levando ao atraso no estro, baixa qualidade

dos oocitos e deficiéncia na funcionalidade do corpo luteo (ROBINSON et al., 2005).

Componentes do produto Canter OF®
Vitamina A

E conhecida a relacdo entre a vitamina A e problemas reprodutivos. Essa



relacdo foi descoberta em estudos envolvendo animais de laboratério,
especialmente ratos, e os resultados foram muitas vezes extrapolar para os
tratamentos de bovinos (CORBETT, 1990).

Os herbivoros normalmente nao ingerem Vitamina A, porque os vegetais nao
a contém, mas sim uma pro-vitamina denominada Betacaroteno. Este, no
organismo, se transforma em vitamina A. Portanto, no bovino, se existir deficiéncia

de vitamina A, existe antes uma deficiéncia de Betacaroteno (FUCK et al., 2000).

Entre os fatores nutricionais, a vitamina A destaca-se, e sua importancia na
reprodugdo animal é bem conhecida (McDOWELL, 1989). A suplementagdo de
vitamina A, injetavel por via intramuscular na dosagem de 1.000.000 Ul de palmitato

de retinol, melhora a qualidade de embrides bovinos (SHAW et al., 1995).

Estudos recentes demonstraram que as suplementacbes com vitamina A e
Betacaroteno no periodo entre ovulagao e formacédo do blastocisto influenciaram o
desenvolvimento do embrido. No entanto, as consequéncias, no longo prazo, no
desenvolvimento destas mudancas sdo desconhecidas e ambas as areas merecem
uma investigagado mais detalhada (KAKAR et al., 2005). A bibliografia, em geral, ndo
diferencia o efeito da vitamina A e do Betacaroteno. Assim que foi sintetizada
industrialmente, a vitamina A foi aplicada exclusivamente para prevenir e tratar os
transtornos de fertilidade desta origem. Na vaca leiteira, a deficiéncia de vitamina A
ou de seu precursor natural pode ocasionar reducdo nas taxas de concepcao,
mortes embrionarias, aborto, retencao de placenta e nascimento de bezerros mortos,
fracos ou cegos (HURLEY & DOANE, 1989).

Além disso, devido a sua funcdo sobre a mucosa, a caréncia de vitamina A
promove uma menor secre¢do de muco (mucopolissacarideos) que, por sua vez,
ocasiona lesdes inflamatérias e degenerativas nas mucosas genitais. Nao existe um
efeito direto da vitamina A sobre a fungao ovariana, ja que o corpo luteo do bovino

ndo contém vitamina A e sim Betacaroteno (FUCK et al., 2000).

Trabalhos relacionados com a vitamina A em gado leiteiro tém sugerido um
papel especifico do Betacaroteno na funcdo reprodutiva, independente de ser
precursor da vitamina A (CHEW et al., 1989). Isso se deve a observagao de que os
niveis de Beta caroteno no fluido folicular e no corpo luteo sdo elevados, enquanto

os niveis hepaticos de Betacaroteno sdo pequenos (GAWIENOWSKI et al., 1984).



Betacaroteno

O Betacaroteno € integrante da membrana microssomal do corpo luteo
bovino, onde pode exercer fungdo na integridade da mesma. Em periodos em que o
suprimento de vitamina A ao corpo luteo nao é suficiente para seu funcionamento, o
Betacaroteno pode ser metabolizado e suprir suas fungbdes devido ao fato de atuar

como uma forma local de armazenamento de retinol (HURLEY & DOANE, 1989).

O alto teor de Betacaroteno no corpo luteo pode afetar a producado de
esterdides ovarianos. Essas diferengas ocorreram em vacas suplementadas com
Beta caroteno que obtiveram uma maior resposta da produgcado de progesterona pos
injecdo de HCG (Gonadotrofina Coridbnica Humana) (BINDAS et al., 1986). Porém,
as suplementacdes de Betacaroteno em vacas deficientes elevaram o teor do
mesmo no corpo luteo, mas nao pareceu alterar o conteudo de vitamina A ou o

peso, estrutura e a fungcéo do corpo luteo (PARMER et al.,1986).

Estudos "in vitro" de células luteais sugeriram que relagdes entre retinol, acido
retindico e Betacaroteno provocam diferentes efeitos na secreg¢do de progesterona
das células Iuteais quando comparadas as suas concentracbes absolutas
(GAWIENOWSKI et al., 1984). Adicionalmente, Talavera & Chew (1987) mostraram
que o acido retindico e o Beta caroteno podem estimular a utilizagdo de lipoproteina

de baixa densidade pelas células luteinicas para sintese de progesterona.

Arechiga et al. (1998) avaliaram o efeito da inseminagdo em tempo fixo
associada a suplementagcdo por Betacaroteno sobre o desempenho reprodutivo e
rendimento de leite em vacas leiteiras sob estresse térmico e observaram efeitos

benéficos.

Carnitina

A carnitina (3-hidroxi-4-N-trimetilamino-butirato) é sintetizada no organismo a
partir de dois aminoacidos essenciais, lisina e metionina, exigindo para sua sintese a
presenca de ferro, acido ascorbico, niacina e vitamina Bs. Ela € uma amina

quaternaria com funcdo fundamental na geragcdo de energia pela célula, pois age



nas reacgdes transferidoras de acidos graxos livres de cadeia longa do citosol para
mitocdndrias, facilitando sua oxidagdo e geracao de adenosina trifosfato (ATP). O
aumento do fluxo de substratos através do Ciclo de Krebs poderia resultar em
producao e utilizagdo mais efetivas do oxigénio, além da melhora na capacidade de
realizar tarefas fisicas. A carnitina também tem sido freqientemente utilizada como
coadjuvante no tratamento de dislipidemias, uma vez que atua como um importante
co-fator na oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa, aumentando a utilizagdo de
triglicerideos para o fornecimento de energia (CERRETELLI & MARCONI, 1990;
EVANS & FORNASI, 2003).

A concentragao organica de carnitina - aproximadamente 20g ou 120mmol - é
resultante de varios processos metabdlicos, tais como ingestdo, biossintese,
transporte dentro e fora dos tecidos e excregdo (MITCHEL, 1978; CERRETELLI &
MARCONI, 1990; EVANS & FORNASI, 2003). Doengas que comprometem algum
desses processos, e que tém como caracteristicas o aumento do metabolismo e
estado nutricional debilitado, geram um estado carencial de carnitina. As

consequéncias sao relacionadas principalmente ao metabolismo de lipideos.

Além disso, por ser uma substancia produzida no organismo em condi¢des
normais e com boa tolerabilidade, a suplementacéo de L-carnitina tem sido estudada
em funcéo de possiveis efeitos antioxidantes, tanto em individuos saudaveis quanto
naqueles com necessidades especiais, como portadores de doencgas isquémicas e
neuropatia diabética (COTTER et al.,1995 e BRASS,1998).

Selénio

Existem, até o presente momento, poucos trabalhos sobre a ocorréncia de
deficiéncia de selénio nas pastagens do Brasil, mas ha indicagdes de que este
possa ser um problema importante para bovinos sob pastejo em regides de solos
mais pobres. Porém, a deficiéncia de selénio na dieta de bovinos pode ser corrigida
de diferentes modos: através do uso de sais de selénio (selenito, selenato) no sal
mineral, dosagem oral periddica com os mesmos produtos, injecdes periddicas de
selénio (quase sempre associadas a vitamina E), péletes (pellets) densos para

serem engolidos pelos animais, contendo 95% de ferro e 5% de selénio (EMBRAPA,



2008).

Lucci et al. (1984b) realizaram um levantamento dos niveis de selénio em

pastagens e alimentos concentrados de varias regides do Estado de S&o Paulo em
dois periodos: seca e chuva. Na maioria das amostras de pasto analisadas, o
selénio apresentou-se em concentracdes baixas ou muito baixas, sendo os valores

consistentemente mais elevados no periodo das chuvas. Lucci et al. (1984a)

dosaram também os niveis plasmaticos de selénio em 1.973 vacas criadas nas
mesmas regides onde foi feito o levantamento de selénio nos alimentos. Os
resultados mostraram niveis reduzidos de selénio em 78% das vacas amostradas,
com elevada correlagdo entre o baixo nivel de selénio no sangue dos animais e na
pastagem. Estes autores relataram, ainda, histéricos de retengdo de placenta nos
rebanhos com evidéncias de deficiéncia de selénio. Lucci et al. (1985, 1987, 1993a,
1993b) estudaram ainda o efeito da suplementacédo de selénio sobre a retencéo de

placenta em vacas e relataram significante redugao na incidéncia do problema.

Zanetti; Lucci & Meirelles (1985) e Santiago (1986a; 1986b) reportaram

efeitos positivos da administracido de selénio, associado ou ndo a vitamina E, na

reducdo de placentas retidas e outras caracteristicas ligadas a fertilidade dos

rebanhos.

O elemento é necessario para o crescimento e fertilidade dos animais e para
a prevencao de varias condigbes morbidas caracteristicas, algumas das quais
respondem também, em certa medida, a terapia com a vitamina E, quais sejam:
necrose hepatica dos ratos e suinos, diatese exsudativa e fibrose pancreatica das
aves, hepatose dietética e microangiopatia dos suinos, e distrofia muscular (doenca
do musculo branco) em cordeiros, bezerros, potros e outras espécies animais. Todos
estes disturbios patolégicos sdo acompanhados de alteragdes bioquimicas no
sangue e tecidos, particularmente niveis subnormais de selénio e glutationa-
peroxidase, a enzima de cuja molécula, o selénio, € parte integrante. Esta enzima
catalisa a reagao de reducéo de H,0, (peréxido de hidrogénio) e dos hidroperoxidos
formados a partir dos acidos graxos e outros compostos, exercendo desta forma um
importante papel na protecdo dos tecidos contra os danos oxidativos. A relacéo
desta fungdo com a da vitamina E, que também age como um antioxidante, é
apenas parcialmente conhecida (EMBRAPA, 2008).



A hipétese mais aceita € a de Noguchi et al. (1973), que sugerem que a

vitamina E atua como um antioxidante lipossoluvel na membrana celular, e que o
selénio age como componente da enzima glutationa-peroxidase, que atua reduzindo
os peroxidos formados. Neste sentido a enzima é de importancia primaria,
destruindo os peroxidos antes que eles ataquem a membrana celular, enquanto a
vitamina E atua dentro da propria célula, prevenindo a reacdo em cadeia de auto-

oxidacao dos lipidios da membrana celular.

Em vacas, a deficiéncia de selénio tem sido associada a retencao de placenta
e ao nascimento de prematuros fracos ou mortos. O selénio sozinho foi menos
efetivo do que quando combinado com a vitamina E. Evidéncias adicionais de que a

retencdo de placenta € uma expressao da deficiéncia dietética de selénio foram

apresentadas por Julien et al. (1976a e 1976b): a incidéncia de placenta retida foi
reduzida de 51,2%, em vacas nao tratadas, para 8,8% em vacas sob condigbes
similares, tratadas com uma unica inje¢cao de 50 mg de selenito de sodio + 680 Ul de
vitamina E no pré-parto. Até o presente, ndo existe uma explicagdo satisfatoria para
o modo de acédo do selénio e da vitamina E neste e em outros aspectos do ciclo

reprodutivo das fémeas.

De modo geral, o requerimento de selénio para ruminantes esta em torno de
0,1 ppm na matéria seca da dieta, mas esta exigéncia minima pode variar de acordo
com diversos fatores, dos quais o mais importante é o teor de vitamina E, uma vez
que, como foi visto, selénio e vitamina E podem, até certo ponto, substituir um ao

outro na dieta.

O selénio exerce ainda outras fungdes no organismo, ndo relacionadas com a
enzima glutationa-peroxidase; devido a sua forte tendéncia a formar complexos com
metais pesados, o mineral desempenha funcao protetora nas intoxicacbes por
cadmio e mercurio. Dentre as alteragdes produzidas pela deficiéncia dietética de
selénio, incluem-se aquelas que afetam a esfera reprodutiva. Em todas as espécies
animais, a deficiéncia do elemento ocasiona algum tipo de desordem reprodutiva em

machos ou fémeas.

O selénio esta envolvido em dezenas de reagdes organicas e dentre estas se
destacam o funcionamento da glutationa-peroxidase, responsavel direto pela
destruicdo de hidroperoxidos antes que haja agressao a integridade das membranas
(ROWNTREE; HILL & HAWEINS, 2004). Portanto, o selénio atua sobre a integridade



das membranas e protecao contra degeneragao oxidativa dos tecidos.

O selénio também participa da atividade dos horménios da tiredide,
potencializagdo da resposta imunoldogica, locomogdo do espermatozdide,
metabolismo de acidos graxos, sintese de DNA e RNA (SANTOS & AMSTALDEN,
1998; UNDERWOOD & SUTTLE, 1999).

Cobre

O cobre é um nutriente envolvido em dezenas de reacdes e funcdes no
organismo, destacando-se: a respiragao celular, formacdo Ossea, formacido e
manutencgao da integridade das hemacias, manutencgéo da elastina aortica e mielina,
queratinizacdo e pigmentacdo dos tecidos, integridade do sistema nervoso central,
sistema imunoldgico, metabolismo de lipideos e participagao ativa na reproducéao e
crescimento (GOONERATNE; BUCKLEY & CRHISTENSEN, 1989; McDOWELL, 1992;
UNDERWOOD & SUTTLE, 1999).

A enzima citocromo oxidase, catalisadora da reagdo do oxigénio da agua,
essencial para o processo de respiracao celular, é constituida, dentre outros
elementos, pelo cobre. Também, a sintese de hemoglobina € dependente
conjuntamente do cobre e ferro. O elemento cobre também faz parte do colageno e
elastina, responsavel pela integridade de vasos e artérias. O cobre também atua na
conversao de tirosina em melanina, sendo em parte responsavel pela pigmentagao
do pelo e Ia. Ainda dentro das interagdes antagbnicas, zinco e ferro em altos niveis

s&o capazes de alterar a disponibilidade de cobre (PULLS, 1984).

O cobre € um componente essencial de enzimas, como a ceruloplasmina,
tirosinase, lisil-oxidase, citocromo-oxidase e superéxido-dismutase (SOD). O cobre é
necessario para a respiragao celular, formacao oOssea, fungao cardiaca normal,
desenvolvimento do tecido conjuntivo, mielinizagdo da medula espinhal,
queratinizacdo e pigmentagdo dos tecidos. Relativamente ao sistema imune, a
deficiéncia de cobre afeta as células T e B, os neutréfilos e macrofagos, resultando
em um decréscimo das células produtoras de anticorpos (McDOWELL, 1977). Varios
estudos citados por Harmon (1998) relataram a importancia do cobre para o sistema

imune, onde dietas com niveis baixos de cobre diminuem a quantidade de



granulécitos, leucdcitos, neutrofilos, a atividade da superéxido-dismutase, reduzindo
a capacidade do organismo bovino em combater as infecgbes. Este mesmo autor
trabalhando com novilhas Holandesas 84 dias pré-parto e 105 dias pds-parto,
relatou que o grupo suplementado com cobre (+20 ppm além da dieta basal com 6-7
ppm de Cu), em relagdo ao grupo controle, sem adicao de cobre, tiveram menor

numero de quarto mamario infectado .

O requerimento de cobre na dieta varia de 4 a 12mg/kg MS de acordo com a
concentragdo de molibdénio e enxofre na dieta. A recomendagao € de 10mg/kg de
MS de cobre para bovinos de corte, se a dieta ndo exceder 0,25% de S e 2mg/kg de
Mo. O enxofre age com o molibdénio no rimen, formando tiomolibidatos que por sua
vez reagem com o cobre formando compostos insoluveis pobremente absorvidos
para bovinos pastejando forragens contendo 20mg de Mo/kg. Altas concentragdes
de ferro e zinco também reduzem o estado de cobre e podem aumentar a
necessidade de cobre (NRC, 1996). O NRC (2001) assume uma variagcao de 12 a
15,7mg/kg de MS de cobre/dia para gado leiteiro, respectivamente, para novilhas e

vacas em lactacéo.

Para Underwood (1981) existiam uma ampla variedade de alteragbes em
ruminantes associadas com a deficiéncia de Cu simples ou induzidas (alto Mo e S),
tais como: anemia, diarréia grave, redugao do crescimento, mudanca de cor dos
pélos, ataxia neonatal, infertilidade temporaria, faléncia cardiaca e fragilidade dos

0ssos longos que se quebram com facilidade.

Vitamina E

A vitamina E - descoberta por Evans, Matill e Sure (2003) em 1930 - se
apresenta como um fator necessario para a reproducao. Ela existe na forma de a, b
e principalmente g tocoferol, todos contendo um anel aromatico substituido e uma
cadeia hidrocarbénica lateral. A vitamina E reduz as exigéncias de oxigénio dos
musculos e 6rgaos; atua como anticoagulante; € vasodilatadora de capilares,
fortalece as paredes dos capilares; auxilia na regeneragao da pele, no processo de
coagulagdo normal do sangue; melhora a agédo da insulina na diabete; age como

diurético; aumenta o poder e atividade dos musculos; age como antipoluente;



protege os acidos graxos poliinsaturados (encontrados para o gato, no atum),
protege os aminoacidos sulfurados; protege a vitamina A; previne a trombose,
arteriosclerose e tromboflebite; aumenta a proporgdo de HDL-colesterol; protege e é
protegida pela vitamina C; aumenta a capacidade dos leucdcitos de resistir as
infeccbes; € essencial a reprodugao (para caes, suinos, galos, coelhos e peixes) e
age como antioxidante, no rompimento da cadeia, neutralizando assim os radicais
livres e evitando a peroxidagdo de lipidios, no interior das membranas. A
peroxidagcdo dos lipidios podera destruir a integridade estrutural das células e
ocasionar transtornos metabdlicos e por isto causa tantos sintomas diferentes para
cada espécie. E importante ressaltar que estas fungdes estdo ligadas a presenca e a

acao do selénio.

A absorcao da vitamina E necessita da presenca de micelas mistas de acido
biliar. As doses pequenas sdo mais absorvidas que as grandes. Na célula epitelial
intestinal, a vitamina E entra nos quilomicrons e deixa o intestino pela linfa. Vai ser
acumulada em varios orgaos e tecidos e principalmente no figado. Esta reserva
pode ser transferida para as crias e é suficiente até a primeira prenhez, pois os

tocoferdis podem ser transmitidos pela placenta e pelas glandulas mamarias.

Selénio e vitamina E apresentam forte relacdo de sinergismo, diminuindo as
exigéncias de vitamina E na membrana celular e aumentando sua retengcéo no
plasma sanguineo. Por sua vez, a vitamina E mantém o Se corporal na forma ativa,
diminuindo sua perda e prevenindo a oxidacao de fosfolipidios da membrana
(McDOWELL, 1992; GALYEAN et al., 1999). O selénio também exerce acgao
antagbnica ao enxofre (HENRY & MILES, 2000), podendo substitui-lo em
aminoacidos sulfurados e, entdo, ser incorporado a esqueletos protéicos (produgéo
de selénio-aminoacidos, substituicdo do grupo sulfidril em sistemas enzimaticos e

producao de substancias toxicas).

Quelatos

As substancias capazes de exercer agao quelante sdao numerosas, sendo
representadas, entre outras, por acidos inorganicos bifasicos, acidos orgéanicos
dicarboxilicos, diaminas, aminoacidos e peptideos (MALETTO, 1984). Do ponto de



vista nutricional, apenas quelatos formados com aminoacidos ou dipeptideos sao

interessantes.

A estabilidade dos quelatos € dependente do numero de atomos que
compdem o anel, sendo mais estavel com dois ou trés atomos, pois resultam em
quatro ou seis ligagdes que formam angulos tetraédricos do anel heterociclico que
impedem competicbes com moléculas eletrofilicas e atomos que possam destruir a
ligacédo do quelato. Além disto, depende do numero de anéis fechados, onde, quanto

maior este numero mais estavel sera o quelato.

Quanto mais basico for o ligante maior sera sua capacidade de doar elétrons
e mais estavel. Sdo mais estaveis quando os ligantes possuem pequeno raio
atdbmico, maior eletronegatividade e devem possuir no minimo dois atomos doadores
de elétrons, como por exemplo, os atomos da coluna V e VI da tabela periddica
(LANGWINSKI & PATINO, 2002; ASHMEAD, 1993; GRADDON, 1968 citado por
HYNES & KELLY, 1995).

Como se pode observar a seguir, segundo o tipo de ligagdo que apresentam,
0S minerais organicos ou complexados podem ser classificados como (AFFCO,
1999):

1+ Quelato metal-aminoacido: resultado da reagao de um sal metalico soluvel
com aminoacidos, em proporgdo molar 1:1, 1:2 (preferencialmente) ou 1:3, a fim de
se criarem ligagbes covalentes. O peso molecular aproximado dos aminoacidos
hidrolisados deve ser de 150 Da, visto que o peso molecular total ndo deve

ultrapassar 800 Da;

2+ Complexo metal-aminoacido: obtido da complexacdo de um sal metalico

soluvel e um ou mais aminoacidos;

3+ Complexo metal-aminoacido especifico: semelhante ao anterior, mas

resultado da ligagcdo com um aminoacido especifico;

4. Metal proteinado: resultado da quelagcdo de um sal metalico soluvel com

uma proteina parcialmente hidrolisada;

5« Complexo metal-polissacarideo: obtido através da complexagcdo de um sal

metalico soluvel e uma solugao de polissacarideos.



Cromo

O papel do cromo na nutricdo em bovinos demonstrou a importancia do
elemento em situacdo de estresse emocional, fisico e metabdlico, resultante da
intensificacdo da producdo, a qual propiciaria maior susceptibilidade a doencas e
alteracdes metabdlicas (OLIVEIRA & SOARES FILHO, 2005).

A acdo do cromo é basicamente de potencializador da insulina, e sua
auséncia provoca alteracbes nos metabolismos dos carboidratos, aminoacidos e
lipideos em acao semelhante ao diabetes, e ainda um efeito supressor no sistema
imunologico (BURTON, 1995). Em termos praticos, o cromo desempenharia agéo
positiva em situagdes de estresse, tais como, marchas, longas jornadas, desmame,

castracao, entre outros.

O cromo (Cr) € um dos mais importantes dos novos elementos minerais para
bovinos. Na década de 1990, foi reconhecido o potencial do Cr na nutricdo de
bovinos e suinos (CHANG & MOWAT, 1992). Nos ultimos dez anos, trabalhos

cientificos tém mostrado a importancia do Cr para bovinos, em especial, quando ha

estresse emocional, fisico e metabdlico resultante da intensificagcdo das praticas
produtivas que propiciam uma maior susceptibilidade as doencas e alteracdes
metabdlicas (BURTON, 1995; MOWAT, 1997).

O Cr funciona como componente integral e biologicamente ativo do fator de
tolerancia a glicose (GTF), que potencializa a agao da insulina na célula. O atomo de
Cr, do GTF, facilita a interacdo entre a insulina e os receptores dos tecidos

musculares e gordurosos (MERTZ, 1987).

Assim, o GTF com o Cr+3 é um mensageiro quimico que se liga aos
receptores na superficie das células dos tecidos, estimulando sua capacidade de
usar a glicose como combustivel metabdlico, ou armazena-la sob a forma de

glicogénio (ANDERSON, 2001). O GTF é importante ndo s6 para o metabolismo dos

carboidratos, como também para os de proteinas e lipideos, e os hormbnios do
crescimento (BURTON, 1995).

Ele é requerido para o funcionamento normal das células a, secretoras de



insulina no pancreas, prevenindo uma super-resposta da secregcdo de insulina

mediante ao estimulo da glicose (STRIFFLER, 1995). A insulina € um horménio que

promove o processo anabdlico e inibe o catabdlico nos musculos, figado e tecido

adiposo; para tal, € dependente do GTF.

Em condicbes de estresse (periodo pré e poés-parto, no transporte, em alta
lotagcédo e variagao extrema de temperatura, ha aumento dos niveis sanguineos de
glicose e, simultaneamente, do horménio cortisol, provocando mobilizagdo das

reservas de Cr nos tecidos.

O cortisol é antagbnico a insulina e, nessa situagdo, o Cr mobilizado, para

acao da insulina, é eliminado pela urina (MERTZ, 1992). O cortisol tem também

efeito imunossupressor do sistema imunologico (resposta imune humoral, células

imunemediadoras).

Quando o Cr é insuficiente, a agdo da insulina é prejudicada, e ha alteragao

nos metabolismos dos carboidratos, aminoacidos e lipideos (BURTON, 1995;

MOWAT, 1997), que se soma ao efeito supressor do sistema imunoldgico (resposta

imuno-humoral, células imunemediadoras) mediado pelo cortisol (MERTZ, 1992).

Nas plantas, o cromo encontra-se, naturalmente, na forma organica, em
concentracao aproximada de 30 a 50 ppb (10-9). Ele pode, também, estar presente,
como contaminante, nas forragens, ragdes e suplementos minerais (YANG et al.,
1996).

A andlise de cromo na dieta é limitada e exige equipamento com alta

especificacao. Mowat (1997) relatou que altos niveis de ferro (Fe) e zinco (Zn), na

dieta interferiram na biodisponibilidade do Cr para bovinos.

As exigéncias de Cr ndo sao conhecidas. No entanto, a suplementacéo de Cr
€ recomendada em situacdo de alta producao e para animais sob estresse: dieta
com baixo teor de proteina, alto fornecimento de silagem; dietas com teores baixos
em fibras (0,5 mg/kg da fonte orgénica de Cr); antes do confinamento e trés
semanas antes do abate (0,2 a 0,3 mg/kg da fonte orgénica); na desmama precoce;

no pré e pos-parto.

Recomenda-se uma concentragao de 4 a 5 mg/cab./dia da fonte organica de
Cr, durante as trés ultimas semanas do pré-parto, e 5 a 6 mg/cab/ dia, durante as
trés semanas do pos-parto (CHANG & MOWAT, 1992). As fontes de Cr




recomendadas para suplementacdo sao as leveduras, o picolinato de cromo ou
nicotinato de cromo (MOWAT, 1994, 1996).

Superovulagao

Denomina-se superovulagdo ao aumento do numero fisiologico de ovulagdes
proprias da espécie, provocada mediante a administracdo de gonadotrofinas. No
bovino, se considera que houve resposta ao tratamento quando se produzem mais
de duas ovulagdes. A superovulagdo deve complementar-se com um regime 6timo
de inseminagéo artificial, utilizando sémen de muito boa qualidade (CABODEVILA &
TORQUATI, 2001).

Os principais tipos de hormdnios esterdides envolvidos nos processos
reprodutivos da fémea sdo os progestagenos e estrogenos. O progestageno mais
importante € a progesterona, a qual € produzida pelo corpo luteo (CL), a placenta e
cértex adrenal. A sintese de progesterona pelo CL & controlada pelo hormdnio
luteinizante (LH) no animal n&o gestante; a prolactina (PRL) também mantém o CL
(efeito luteotrépico) em algumas espécies, particularmente em ratas, camundongas e
ovelhas. Os locais de produgao de estrogénio sdo: ovarios (células da granulosa dos
foliculos ovarianos), a unidade fetoplacentaria e o cortex adrenal. A sintese ovariana
de estrogénio é controlada pelo hormdnio foliculo estimulante (FSH), que atua nas
células da granulosa. O LH também desempenha um papel vital na sintese do
estrogénio, na qual controla a produgdo da molécula precursora essencial
(testosterona) pelas células da teca interna (STANBENFELDT & EDQVIST, 1996).

O horménio foliculoestimulante (FSH) tem fungdo essencial no
desenvolvimento dos foliculos. O uso de FSH exdgeno para induzir a superovulagao
€ baseado nessa fungdo fisiologica. Foliculos em varios estagios de
desenvolvimento estdo normalmente presentes nos ovarios, em qualquer tempo.
Grupos consecutivos de foliculos menores crescem, maturam e degeneram ou
ovulam. O FSH estimula o crescimento dos foliculos menores. FSH exdgeno reverte
a atresia de foliculos acima de 1,7/mm. O hormoénio luteinizante (LH) estimula a
producdo de andrégenos na teca interna. Andrégenos tecais sdo usados como
precursores para a producado de estrogenos pelas células granulosas que foram
estimuladas pelo FSH (BENYEI & BARROS, 2000).



Os animais das ragas zebuinas sao mais sensiveis aos medicamentos para
indugao de desenvolvimento folicular em comparagdo com os das ragas européias.
Animais da raga Nelore possuem ovarios, foliculos e corpos luteos menores, 0 que
pode estar relacionado a exigéncia de menor quantidade de FSH para a induc¢édo da
superovulagao (VISINTIN et al., 1999).

O controle farmacolégico do ciclo estral e da ovulagao de vacas zebuinas
(Bos taurus indicus) depende primeiramente do entendimento do comportamento
fisiologico reprodutivo da vaca, o qual esta ligado diretamente ao seu estado

nutricional e condi¢ao, parida ou solteira (MOREIRA, 2002).

A alta variabilidade de respostas aos tratamentos superovulatorios tém
motivado a realizagdo de estudos com a finalidade de formular protocolos com
capacidade de estabilizar e racionalizar os programas de superovulacdo (ANDRADE
et al, 1999).

Dois fatores muito importantes agem na variagdo da resposta ovariana:
tratamento com gonadotrofinas por protocolo e condigdo ovariana e o tempo de
tratamento com gonadotrofinas (ALVAREZ et al., 1998).

O crescimento folicular pode ser sincronizado com diferentes drogas tais
como progesterona, estradiol, uma combinacado de progesterona e estradiol, GnRH.
O emprego de progesterona ou progestagenos em doses elevadas pode suprimir o
suporte de LH para o foliculo dominante, induzindo assim atresia do foliculo
(THATCHER et al., 2001).

O LH excessivo durante o tratamento de superovulagdo causa a ativacao
prematura dos oocistos. Em vacas superovuladas com FSH, a alta contaminacao de
LH resultou em baixa fecundacéo (BENYEI & BARROS, 2000).

O crescimento dos foliculos ovarianos em bovinos ocorre em um padrao
denominado ondas de crescimento folicular, onde em um ciclo ha normalmente a
emergéncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular. Durante o ciclo estral
uma onda de foliculos emerge entre os dias 1 e 3 apds o estro. Sdo geralmente, em
torno de 10 a 50 foliculos neste grupo com o tamanho de 2 a 3mm cada. Nos dias
subsequentes, parte desses foliculos crescem para 4 a 6mm, sendo que 2 a 5
foliculos maiores do grupo continuardo a crescer enquanto que os outros regridem.

Neste grupo de foliculos, pelo menos um continua a crescer e torna-se dominante,



momento denominado divergéncia. Apds esse momento, a maioria dos foliculos
inicia sua atresia (MOREIRA, 2002).

O tratamento superovulatorio deve ser realizado no comegco de uma onda
folicular, antes da selecdo do foliculo dominante, para obter-se a melhor resposta
possivel (BO, 2002).

O numero de ondas por ciclo parece estar associado com a duragao do ciclo
estral e com a duragao da fase luteinica. Isto pode ser demonstrado pelo surgimento
de novas ondas de crescimento folicular quando se prolonga a fase luteinica pela
administracao de progesterona exdégena. O foliculo dominante presente na fase em
que ocorre a lutedlise torna-se ovulatério (BORGES et al., 2001) Inje¢cdes de FSH
exogeno (eCG ou FSH) sdo amplamente utilizadas em programas de ovulagdo
multipla/transferéncia de embrides para aumentar a producdo de embrides de
animais de qualidade genética. Aplicagbes subcutadneas ou intramusculares de eCG
ou FSH estimulam o crescimento de foliculos adicionais, os quais ovulam
espontaneamente sem a necessidade de LH ou hCG exdégeno em vacas, bufalas,
ovelhas e cabras (JAINUDEEN et al., 2004).

O tratamento superovulatério ndo promove o desenvolvimento folicular e sim,
fornece aqueles foliculos que normalmente se tornariam atrésicos, um meio
hormonal adequado para que continuem seus processos de maturagao, culminando

com a ovulacdo (DINIZ et al., 1999).

Em bovinos, o cortisol endégeno liberado pelo estresse pode suprimir o pico
de LH e ovulagdo ou diminuir a resposta superovulatéria, que poderia confundir a

sensibilidade para gonadotrofinas exdégenas (COSTA et al., 2001).

Existem diversos protocolos de superovulacdo, utilizando o cio natural ou em
qualquer fase do ciclo estral. No cio natural inicia-se o tratamento superovulatério
entre 8 e 12 dias apdés a manifestacado do estro, coincidindo com o inicio da segunda
onda folicular. Realizam-se 8 aplicacbes de FSH com intervalos de 12 horas, para
aumentar o recrutamento dos foliculos. No terceiro dia da superovulagéo, realizam-
se 2 aplicagdes de prostaglandina com o intuito da lutedlise do corpo luteo, para que
haja reducdo da progesterona e consequente pico de LH, ocorrendo assim a
ovulagdo (BO, 2002).



O benzoato de estradiol é utilizado em protocolos de superovulagdo com a
funcdo de suprimir o desenvolvimento folicular e sua resposta em tratamentos
superovulatérios, sendo mais eficaz quando combinado com aplicagéo intramuscular
de progesterona (P4), na introdugdo de implante vaginal, CIDR®, ou auricular,
CRESTAR®, Norgestomet.

A TE é uma biotécnica que permite recolher embrides de uma fémea doadora
e transferi-los para fémeas receptoras com a finalidade de complementarem o
periodo de gestacdo (REICHENBACH et al., 2002). A principal meta do programa de
transferéncia de embrides € a superovulagdo, obtendo-se o numero alto e
satisfatorio de embrides viaveis por doadora, através do aumento do numero de
oocistos liberados apos administragdo de hormdnios exdgenos, e posterior
transferéncia dos embrides obtidos para o trato reprodutivo de receptoras para

completarem a gestacdo (RUMPF et al., 2000).

A TE consiste na estimulacdo hormonal do aparelho reprodutivo de uma
fémea, dita doadora para conduzir o desenvolvimento e a maturacdo de varios
foliculos ovarianos simultaneamente. Entre os dias 6 e 8 apds a inseminagao
artificial (IA), os embrides sdo coletados através de uma lavagem uterina e
transferidos para vacas, ditas receptoras, que levardo a gestagdo a termo. A
importancia basica da TE para a producdo animal esta na possibilidade de uma
fémea produzir um numero de descendentes muito superiores ao que seria possivel
obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva (REICHENBACH et al., 2002).

Para a produgdo animal, os aspectos mais importantes da TE sdo os

seguintes:
= Expansé&o genética em nucleos de vacas pré-selecionadas;
= Aumento da intensidade de selecao nas fémeas;
= Comercio de embrides;
= Criopreservagao de ragas em perigo de extingao.

Diversos fatores podem influenciar os resultados no momento da TE. Para
doadoras, os fatores do meio sao os mais importantes, e dentre estes, os aspectos

nutricionais apresentam grande relevancia (FERNANDES et al., 2006).

Segundo Alberto (2001), a selecdo e manejo das doadoras s&o um dos



pontos criticos da TE, haja vista a necessidade de utilizar animais sem disturbios

reprodutivos com ciclo estral regular e em adequado estado nutricional.

O objetivo do tratamento superovulatério em bovinos é o de obter o numero
maximo de embrides fertilizados e transferidos com alta probabilidade de ocorréncia
de prenhes (MAPLETOFT et al., 2002).

A fonte mais provavel de variabilidade das respostas ovarianas a estimulagao
exodgena por gonadotrofinas poderia ser a fase do ciclo estral em que a fémea se

encontra no inicio do tratamento (DINIZ et al., 1999).

A variacao individual e o tipo de hormbnio sao fatores importantes que
interferem na resposta superovulatéria. O estado ovariano no momento do
tratamento parece ser fator determinante na resposta superovulatoria, sendo uma
caracteristica constantemente pesquisada para elevar o indice de recuperacao de
embrides viaveis. Existem outros componentes da dinamica folicular, como o
tamanho, a distribuicdo e as condigbes dos foliculos antrais que podem afetar a

resposta ovulatoria frente ao tratamento hormonal (VISINTIN et al., 1999).

Donaldson (1983, 1984) demonstrou que apesar de que se cumprirem todos
os requisitos, a resposta superovulatéria resulta em muita variagdo. Em um estudo
que envolveu 1263 doadoras, somente 68% das fémeas induzidas a superovulagéo

produziram embrides transferiveis.

Segundo Cabodevila & Torquati (2001), os efeitos negativos de altas doses
de gonadotrofinas se relacionam com os fendmenos de superestimulagdo ovarica.
Dos animais superestimulados, geralmente se obtém também uma menor taxa de
recolegdo (ovocitos e embribes em fungdo dos corpos luteos palpados ou
observados). Tém-se atribuido a ela as seguintes razdes: retengcdo de odcitos nos
foliculos luteinizados e nos corpos luteos; retencdo de odcitos e/ou embrides nos
ovidutos; niveis muito altos de estrogenos produzidos pelos grandes foliculos nao
ovulados que bloqueariam a capacidade de captagcdo das fimbrias com a

conseguinte caida de ovécitos na cavidade abdominal.

Nem sempre a ovulacao esta sincronizada nos tratamentos superovulatérios
e, portanto, existem dificuldades no acerto das inseminacgdes realizadas, levando a
recuperacao de inumeras estruturas ndo fecundadas. A ma observagao do estro e a

experiéncia do técnico também podem levar a este resultado. O GnRH e o LH tem



sido muito utilizados para o controle da ovulagdo. A aplicagcdo de um ou outro
horménio sincroniza a ovulagao, permitindo a inseminacgao artificial em tempo fixo
(IATF).



4 MATERIAL E METODOS

Local

O trabalho foi realizado de abril a novembro de 2006. Foram feitas 42 colheitas
de embrides, numa propriedade rural, localizada no municipio de Sao Joao Batista
do Gldria — Minas Gerais, que possui um programa comercial de transferéncia de

embrides.

Doadoras

Foram utilizadas como doadoras de embrido 21 vacas e novilhas, da raca
Guzera, com peso corporal acima de 350 Kg, idade variando entre 20 e 60 meses.
Estes animais estavam ciclando em intervalos regulares (21 + 3 dias). Inicialmente,
passaram por exame ginecolégico de palpagdo retal, ultra-sonografia e
vaginoscopia, visando detectar-se alguma anormalidade que pudesse desclassifica-
los da condicdo de doadora, como cérvix extremamente tortuosa, aplasias e
aderéncias. Tais animais receberam a mesma alimentagdo durante todo o periodo
experimental, visando um balango energético positivo segundo o NRC (Nutrient
Requeriment Council, 1988) e manutencdo de um escore corporal de 3 a 4 (numa
escala de 1 a 5 — segundo FERREIRA, 1990).

Os animais foram mantidos em piquetes, na presenca de um rufido, na
proporcao de 1 rufido para 21 fémeas, para o auxilio na deteccao de estro, o qual foi
observado visualmente, 3 vezes ao dia, em intervalos de 8 horas. A condicido a ser

adotada para se considerar o animal em estro foi o reflexo de imobilidade.



Programa existente, avaliagao dos dados histéricos: como estratificados

Todos os animais foram utilizados pelo menos uma vez no grupo tratado e no
grupo controle. Este esquema de delineamento em “cross-over’ permite que os
animais figurem nos grupos controle e tratado. Para a variavel producdo de
embrides, este delineamento € o mais apropriado, visto o grande coeficiente de

variagao.

No grupo tratado, os animais receberam 20ml diariamente, de forma
individual, via oral, do produto Canter OF®, iniciando-se o tratamento 30 dias antes

da colheita dos embrides.

Estes animais foram diariamente para uma cocheira individual para receber
alimentagdo diaria e administragdo do produto. Os animais do grupo controle,
também foram levados diariamente para uma cocheira individual para receber
alimentagao diaria, porém nao receberam qualquer tratamento. Este procedimento
visa submeter ambos 0s grupos ao mesmo estresse, e evitar que esta seja uma

variavel que possa influenciar de forma distinta os dois grupos.

Para as coletas de um mesmo animal, grupos tratado e controle, foram
utilizados sémen de um mesmo touro, de uma mesma partida, evitando diferencas

decorrentes desta variavel.

Avaliagoes Ultra-sonograficas

A avaliagdo ultra-sonografica dos ovarios foi feita no dia da colheita,
mensurando o numero de corpos luteos, indicativos de ovulacdo, nos animais do

grupo controle e tratado.

O exame ultra-sonografico foi realizado com um aparelho portatil, marca
Esaote, modelo Aquila, que opera com um sistema de ultra-sonografia de varredura
linear em tempo real, utilizando um transdutor para avaliagdo endo-retal de
frequéncia de 6-8Mhz. As imagens geradas foram gravadas cartdo de memoria

(recurso do aparelho) para posterior analise e comparagdo com outros exames. Em



cada exame foi mensurado o numero de corpos luteos, em ambos os ovarios,

conforme o esquema descrito por Viana (1996).

Esquema de superovulagao, coleta dos embrides e avaliagao dos mesmos

Para o tratamento superovulatério de um mesmo animal foi usado sempre o
mesmo hormdnio (Folltropin-V® Vethrepharm Inc), mesma partida em dosagens
iguais. O sémen utilizado foi avaliado anteriormente para evitarem-se alteragbes no
numero e qualidade dos embrides devido a estes fatores. Todos os animais foram
superovulados e coletados pelo menos duas vezes. Os animais foram

superovulados com intervalo minimo de 50 dias.

Dia 9-10
. i Inseminacéo das X
Dia0 Dia 5-8 doadoras Dia 16-17

Implante doadora Superovulagdo doadora Colheita, avaliagdo

I I I I

I I |

Dial Dia 7 Dia 16

E2 doadora PGF nas receptoras Transferéncia

Figura 1. Esquema de manipulacdo hormonal de doadoras e receptoras

Apdés a constatagcdo de estarem ciclando regularmente, os animais
receberam, em grupos de quatro (dois tratados e dois controle), num dia pré-
estabelecido, um implante intra-vaginal de progesterona (CIDR® — Pfizer). No dia
seguinte, visando a eliminagdo de um possivel foliculo dominante e o surgimento de
uma nova onda de crescimento folicular, foram aplicados 3 mg de Benzoato de
Estradiol (Ric-Be® — Sintex). Apds quatro dias da aplicacdo do analogo do estradiol,

foi iniciada a superovulacéo.

O protocolo de superovulagdo adotado foi o de oito doses decrescentes,
intervaladas de 12 horas, perfazendo um total de 130 mg (Folltropin - Vetrepharm)
para cada estimulacdo. A lutedlise foi induzida com 0,530 mg de Cloprostenol sédico

(Sincrocio® — Ouro Fino — 50mg) no momento da setima aplicagdo de FSH.



Juntamente com a oitava aplicagdo o implante de progesterona foi removido. Uma
vez em estro, os animais foram inseminados por duas vezes: 12 e 24 horas apoés o

inicio das manifestacdes.

Os embrides foram colhidos pelo método nao cirurgico, de 6,5 a 7,0 dias apos
as inseminagdes. Os procedimentos realizados seguem a técnica descrita por
Fernandes (1994). Apds a limpeza manual do reto ou apds a colheita de embrides,
procedeu-se a avaliagdo da resposta superovulatéria pela contagem via retal do
numero de corpos luteos e foliculos de cada ovario, por palpacao retal e também por
ultra-sonografia, conforme descrito anteriormente. Apds este procedimento de
avaliagao realizou-se assepsia local e aplicaram entre a primeira e a segunda
vértebra coccigea, 6 a 8mL de xilocaina a 2% (Anestésico Pearson® - Laboratério

Pearson - Brasil) objetivando uma anestesia peridural baixa.

Feita a analise e mensuragéo da resposta ovariana (por palpacéo transretal e
ultra-sonografia) e a anestesia, toda a regiao perivulvar foi lavada com sabao neutro
e posteriormente foi seca e desinfetada com alcool iodado. Introduziu-se na cérvix o
cateter de colheita (cateter de Foley n°® 16 ou 18 - AB Technology - EUA) com um
mandril de ago inoxidavel em seu interior, dirigindo-o sempre para o corno ipsilateral
ao ovario que apresentasse melhor resposta a superovulagdo. Com a extremidade
do cateter posicionado no terco médio do corno uterino, o balonete do mesmo foi
inflado com certa quantidade do liquido de colheita, suficiente para este se fixar no
local e evitar refluxo e perda de liquido durante a colheita. O mandril foi
cuidadosamente retirado, segurando-se a por¢do do corno uterino imediatamente

caudal ao balonete.

Para a lavagem uterina, o recipiente com o liquido de colheita (DPBS® —
Nutricell — Brasil) foi posicionado cerca de 50cm acima do dorso da doadora, de
forma que o liquido poderia fluir para o utero por gravidade. Utilizou-se como circuito
de colheita um aparato composto de mangueiras de borracha siliconizadas com
presilhas para interrupcao de fluxo, acopladas. Uma extremidade do circuito foi
conectada ao frasco contendo o liquido de colheita, a outra a extremidade do cateter
e a terceira ao filtro destinado a receber as estruturas de origem uterina. Com o
utero identificado por via retal, procedeu-se ao fluxo de liquido para o interior do
mesmo. Uma vez repleto o corno uterino, a entrada de liquido foi interrompida e o

corno uterino levemente massageado. Apds a massagem, procurou-se segurar a



extremidade deste corno quando entdo se permitiu o esvaziamento do mesmo.
Foram feitas de 5 a 6 lavagens em cada corno. Terminado o procedimento em um
corno, o balonete foi desinflado e retirou-se o cateter. Fora do animal, o mandril de
aco foi novamente acoplado ao cateter e este reintroduzido no animal, sendo agora
dirigido para o outro corno uterino, onde se realizou 0 mesmo procedimento. Foram
utilizados para as lavagens de ambos os cornos uterinos aproximadamente 800mL
de DPBS.

O liquido recuperado das lavagens uterinas, executadas em circuito fechado,
foi passado por um filtro apropriado (Coletor de embriées - Millipore®) com diametro
dos poros de 80 micra (0,08mm), onde os embrides ficaram retidos. Tomou-se
sempre o cuidado de manter uma certa quantidade de liquido de colheita dentro do

filtro para evitar o ressecamento dos embrides.

Rasteamento e manipulagcao dos embrioes

O conteudo do filtro de colheita foi passado para uma placa de petri tamanho
100x20mm (Corning™ - EUA), com fundo quadriculado. Utilizou-se um pequeno
volume adicional de DPBS para lavar o filtro e evitar a permanéncia de algum
embrido no mesmo. Apds passagem do liquido do filtro de colheita para a placa esta
foi deixada em repouso por um periodo de cinco minutos para a decantagao dos
embrides. Na placa de petri as estruturas presentes foram rasteadas e identificadas.
Tal procedimento foi executado com o auxilio de um microscopio estereoscopico

trinocular (Carton SCZ-T4™ — Carton — Jap&o), num aumento de 20 vezes.

Uma vez identificada, cada estrutura foi transportada por meio de uma pipeta
automatica (0,01mL) acoplada a uma ponteira estéril, para uma outra placa menor,
tamanho 35x10mm (Corning™ - EUA), contendo meio de manipulagao, (Meio TQC
Holding — Brasil). Ambas as placas foram mantidas a temperatura ambiente durante
a manipulacao. A placa 100x20 foi rasteada pelo menos quatro vezes, e entre cada
procedimento o conteudo foi misturado no sentido de auxiliar a identificacdo de
alguma estrutura, ndo observada nos rasteamentos anteriores. Os embrides foram

classificados apés o término do rasteamento, no mesmo equipamento.



Apos o rasteamento e identificagdo das estruturas, estas foram classificadas,
ja na placa 35x10. Para classificacdo utilizou-se um aumento de 80x, analisando
cada estrutura individualmente e movimentando a mesma no meio, para que se
pudesse avaliar o embrido por diferentes angulos. Foram feitas duas classificagoes,
uma quanto ao estagio de desenvolvimento (tabela 1) e outra quanto a qualidade
(constituigdo morfologica). A classificagdo quanto a qualidade seguiu os parametros

expressos na tabela 2.

Tabela 1 - Descricdo dos pardmetros utilizados para classificagcdo do estagio de

desenvolvimento de embrides bovinos.

Classificagao Idade em Descrigao
dias
Morula 5a5% Os blastdmeros formam uma massa celular que ocupa

cerca de 70% do espago perivitelinico. E possivel
individualizar cada blastdmero num aumento superior a
60x.

, ; -

Moérula compacta 6 a 6% A massa celular sofre uma compactacdo e ocupa cerca
de 60% do espago perivitelinico. Nao é possivel
individualizar os blastdmeros

Blastocisto inicial 6%2a 7 Ocorre a formagado da blastocele, que € uma cavidade
preenchida por liquido no interior da massa celular que
ocupa cerca de 80% do espacgo perivitelinico

Blastocisto 7 Ocorre diferenciacao entre as células do trofoblasto e
botdo embrionario. A blastocele aumenta de tamanho e o
embrido ocupa quase todo o espaco perivitelinico

Blastocisto 7a8 O diametro do embrido aumenta cerca de 50% e ocorre
expandido uma diminui¢ao da espessura da zona pellcida
Blastocisto 8a9 Ocorre a ruptura da zona pelucida. Esta estrutura pode
eclodido inclusive estar ausente.

A classificagao quanto a qualidade foi feita simultaneamente a avaliagao do

estagio de desenvolvimento, considerando os aspectos morfoldgicos descritos na



Tabela 1. Esta classificacdo atribui a cada estrutura um valor de um a cinco, de

acordo com a morfologia apresentada, considerando os parametros de avaliagcéo

morfologica. A relagédo entre a qualidade e o escore de classificacdo esta descrito na

Tabela 3.

Tabela 2- Descricdo dos parametros utilizados para classificagdo dos embrides bovinos

quanto a qualidade (constituigdo morfolégica).

Caracteristica

Avaliagao

Formato

Simetria

Coloragao

Extrusao celular

Zona Pelucida

O embrido deve ter sempre o formato externo esférico, que é a forma normal
da zona pellcida. Quaisquer alteracbes neste formato, como depressdes e
saliéncias, indicam queda na viabilidade. Internamente a massa celular
também deve possuir um formato préximo a uma esfera.

A possibilidade hipotética de divisdo do embrido em duas metades idénticas
também é levada em consideragdo. A movimentacdo da estrutura deve
fornecer um plano onde se pode dividir a mesma em duas partes iguais.

Deve ser homogénea. Areas de coloragdo irregular indicam células
degeneradas (mortas) e formagao de vesiculas que reduzem a qualidade. A
blastocele é sempre mais clara que a massa de células.

Diz respeito as células que se desprendem da massa principal, ficando na
periferia da mesma. Quanto maior a quantidade destas células extrusas,
menor 0 numero de células do embrido, e sua viabilidade.

Tem a fungdo de proteger o embrido. Além de ser totalmente esférica, a
zona pelucida ndo deve ter areas de leséo ou ruptura.




Tabela 3- Escore de classificacdo e qualidade embrionaria.

Classificacao Qualidade Avaliacao

1 Excelente Praticamente nenhuma alteragdo morfolégica
2 Bom Pequenas alteragbes morfoldgicas

3 Regular Alteracoes morfolégicas significativas

4 Degenerado Comprometimento morfoldgico total

Receptoras, transferéncia dos embrioes e diagnéstico de gestagao

Os embrides encontrados na placa de Petri, avaliados morfologicamente e
que foram classificados como viaveis, foram inovulados em receptoras. Para
transferéncia a fresco, o embrido deve sofrer trés banhos consecutivos com meio de
manutencgdo (TQC Holding) para lavagem. Apés os banhos, o embrido foi envasado
em palhetas de 0,25 ml. A palheta € carregada em primeiro lugar com 0 meio de
manutencgdo, deixa um espago com ar e logo se carrega o embrido com meio de
manutengdo. Posteriormente, a segunda coluna de ar e a ultima, o embrido é

carregado novamente com o0 meio de manutencao.

A palheta que contem o embrido foi colocada em uma bainha estéril e em
seguida no inovulador. Para manter a bainha do inovulador livre de contaminagdes,

foi usada a camisinha sanitaria.

Foram utilizadas como receptoras novilhas e vacas mesticas, com peso
corporal superior a 350 kg. Estes animais foram avaliados anteriormente, por
palpagdo retal e vaginoscopia, visando-se a deteccdo de alguma anomalia que

pudesse prejudicar a fertilidade.

Foram realizados dois diagnésticos de gestagao. O primeiro entre 21 e 25
dias ap6s a inovulagao (28 a 32 dias de gestacao) e o segundo entre 53 e 73 dias
pos-inovulagao (60 a 80 dias de gestagdo). O diagndstico precoce, ou seja, com
cerca de 30 dias de gestagao teve como objetivo avaliar a viabilidade dos embrides
em desenvolvimento. O acompanhamento da gestagcdo foi realizado para

monitoramento das perdas embrionarias.

Analises estatisticas

Para as variaveis foram calculadas medidas de tendéncia central (média e



mediana) e medidas de dispersdo (desvio padrao e coeficiente de variagdo) para
dados obtidos nos dois grupos, Tratado e Controle. Para a comparagdao das
variaveis mensuradas entre os grupos, foi utilizado o teste de “t” para amostras
pareadas. Para as variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, a
comparagao entre os dois grupos foi realizados o teste ndo paramétrico de Wilcoxon
(ZAR, 1984).

Foram avaliadas e comparadas entre os tratamentos as seguintes variaveis:
- Estruturas ovarianas, corpos luteos e foliculos no dia da coleta;
- Taxa de recuperacao embrionaria média;
- Total de estruturas produzidas;
- Média de embrides viaveis ou degenerados e oocitos ndo fecundados.

- Taxa de gestacéo das receptoras.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas durante todo o periodo experimental quaisquer
reagdes indesejaveis que pudessem ser relacionadas a aplicagdo do produto. Os
animais, ap6s as primeiras administracdes, passaram a procurar o produto,

mostrando que o mesmo é palatavel para bovinos.

Resultados relacionados a superovulagao

Todos os dados expostos representam a meédia * erro padrao.

A Tabela 4 mostrou que quando se analisam todos os animais utilizados
neste trabalho ndo se observam diferencas entre o numero total de estruturas
ovarianas entre o grupo Controle e o Tratado com Canter OF®. Foram observadas
em meédia 10,74+1,76 e 9,45%£1,48 ovulagbes em ambos o0s ovarios para os dois

grupos, respectivamente.

O total médio de estruturas (embrides totais) recuperadas também néo foi
estatisticamente diferente no Grupo tratado com Canter OF®. Isto provavelmente
ocorreu devido ao elevado desvio padrdao que esta variavel apresenta (Fernandes,
2000).

As taxas de recuperacdo embrionarias médias, que sao obtidas dividindo-se o
total de estruturas recuperadas pelo total de corpos luteos detectados nos ovarios no
dia da coleta, foram de 59,17+10,37% e 51,911£9,51,2%, para os grupos controle e

tratado com Canter OF®. Valores semelhantes aos citados por Fernandes (2000).

Nao foram observados no dia da colheita dos embrides, diferencas

relacionadas a populagao folicular dos animais nos dois grupos.

Nenhuma variavel apresenta diferenga estatistica pelos testes néo
paramétricos (WILCOXON) ou analise de variancia (ANOVA).



Tabela 4 - Resultados de superovulagao e produgao embrionaria em animais tratados e nao

tratados com Canter OF.

Tratamentos Animais Ovulagoes Estruturas totais Taxa de Recuperagédo (%0)
Controle 19 10,7411,76 6,5311,65 59,17+10,37

Canter OF 22 9,45+1,48 5,96+1,38 51,9119,51

Total 41 10,05+£1,13 6,22+1,05 55,27+6,94

Tabela 5 - Resultados de superovulagdo e produgdo embrionaria em animais tratados e nao

tratados com Canter OF.

Tratamentos ~ Animais Estruturas Degenerados ou Gestages Taxa gestacao(%o)
transferidas oocitos

Controle 19 3,95+0,97 1,8910,70 1,95+0,66 32,10+7,51

Canter OF 22 4,45+1,01 1,05+0,29 2,14+0,49 35,3546,35

Total 41 4,22+0,70 1,44+0,36 2,05+0,40 33,84+4,82

Tabela 6 - Resultados pareados de superovulagdo de todos os animais tratados e n&o

tratados com Canter OF.

Tratamentos Animais Ovulagdes Estruturas Taxa de
Totais Recuperac¢do
Controle 14 10,201£2,04 7,64+2,06 71,67£11,51
Canter OF 14 9,79 £1,73 6,64+1,71 62,57+£10,07
Total 28 10,20+1,31 7,14+1,32 67,12+7,56

Tabela 7 - Resultados pareados de superovulagdo de todos animais tratados e nao tratados

com Canter OF.

Tratamentos Animais Estruturas Degenerados ou Gestacoes Taxa de
transferidas oocitos Gestacao (%0)

Controle 14 4,64+1,24 2,11+£0,73 2,29+0,86 36,42 £ 8,78

Canter OF 14 4,68+1,03 1,21+£0,41 2,29+0,54 48,32 £ 6,37

Total 28 4,66 +0,79 1,66 + 0,42 2,290,650 42,37+ 5,44




A tabela 5 mostra o numero médio de ovulagbes e a producido total de
embrides nos animais, tratados ou nao com Canter OF®. Nestes animais, nenhuma
variavel apresenta diferenca estatistica pelos testes ndo paramétricos (WILCOXON)

ou TESTE T; todos os dados expostos representam a média + erro padrao.

A média de embrides viaveis por colheita também nao diferiu entre os grupos.
Houve uma diferenca numérica de quase um embrido viavel a mais para o grupo
tratado com CanterOF®, o que representa cerca de 13% a mais de embrides viaveis.
Mais uma vez, o elevado desvio padrdo desta variavel ndo permitiu que existisse

diferencga estatistica entre os grupos.

Numero e taxa de gestagao

O numero médio de gestagdes/colheita n&o foi superior no grupo tratado com
Canter OF®. Neste grupo conseguiu-se, em média, apenas 0,2 gestagcdes a mais
que o grupo controle, ou seja, 24,58% a mais de prenhezes por coleta. A taxa de
gestacdo média das receptoras que foram inovuladas com embrides originados de

doadoras tratadas com Canter OF® também n&o foi numericamente superior

Doadoras com histérico de baixa produgao embrionaria

Quando se estratificam as doadoras em animais de diferentes categorias,
relacionadas a resposta a superovulagdo e produgdo embrionaria os resultados do
tratamento com Canter OF® sdo muito diferentes. Em vacas com boa resposta
ovariana e produ¢cao embrionaria satisfatéria ou boa (>3 embrides viaveis/colheita) a
administracdo do produto ndo se mostrou eficiente em nenhuma das variaveis

avaliadas.



Tabela 8- Resultados pareados de superovulagdo e producao embrionaria em de todos

animais com historico de baixa resposta superovulatoéria.

Tratamentos Animais Ovulagdes Estruturas totais Taxa de Recuperacao. (%)
Controle 6 4,08+1,08 1,2510,44 40,14+£13,85
Canter OF 6 7,67 £2,70 7,50+2,68 76,88+17,80
Total 12 5,87+1,49 4,3811,60 58,51£12,10

Todos os dados expostos representam a média * erro padrao (P<0,05).

Tabela 9- Resultados pareados de superovulagdo e producdo embrionaria em de todos

animais com histérico de baixa resposta superovulatéria.

Tratamentos Animais Estruturas Degenerados ou Gestacoes Taxa
Transferidas Odcitos Gestacéo (%)
Controle 6 1,081£0,49 0,3310,21 0,42+0,20 27,78 £ 16,48
Canter OF 6 4,75+1,66 2,3311,61 2,50+0,75 52,36 + 13,70
Total 12 2,92 +0,99 1,33+0,83 1,46 £0,49 40,07+ 10,87

Todos os dados expostos representam a média + erro padrao (P<0,05).

Tabela 10- Resultados pareados de superovulagcdo e produgcdo embrionaria em de todos

animais com histérico de boa resposta superovulatoria.

Tratamentos Animais Ovulagoes Estruturas totais TX RECUPERACAO
(%)

Controle 9 12,4411,52 7,67+1,66 65,20£13,39

Canter 9 14,67+2,24 9,00+2,90 59,57+16,13

Total 18 13,56+1,34 8,33+1,63 62,39£10,19

EXECUTADO TESTE T PARA TODAS AS VARIAVEIS (P>0,05)
Todos os dados expostos representam a média + erro padrao.

Tabela 11- Resultados pareados de superovulagdo e produgdo embrionaria em de todos

animais com histérico de boa resposta superovulatoria.

Tratamentos Animais Estruturas Degenerados ou Gestacoes Tx gestacdo
transferidas o0citos (%)

Controle 9 5,2210,91 2,22 0,76 2,06+1,38 40,95+9,84

Canter 9 5,44+1,90 1,83+0,71 3,11+£1,38 38,05+10,05

Total 18 5,33+1,02 2,03+0,51 2,58+0,72 39,5+6,83

EXECUTADO TESTE T PARA TODAS AS VARIAVEIS (P>0,05)
Todos os dados expostos representam a média + erro padrao.



Quando se avaliam as vacas cujo historico era de resposta superovulatéria < 4
corpos luteos/estimulacado e produgao embrionaria < 3 embrides viaveis por coleta,
os resultados do tratamento com Canter OF® sao diferentes. Para estes animais, ao
contrario do que ocorreu quando foram avaliadas todas as colheitas, todas as

variaveis foram superiores no grupo tratado com Canter OF®.

O tratamento com Canter OF® fez aumentar a resposta superovulatéria.

Houve um incremento médio de 73,3% no numero de ovulagcdes

Varios autores retrataram que o efeito do aporte de energia e outros
componentes da dieta sobre a taxa de ovulacdo. A influéncia ocorre a partir de 4 - 6
dias apds a mudanga de aporte nutricional (OLDHAM & LINDSAY, 1984; STEWART
& OLDHAM, 1986). O processo ovulatério € o principal mecanismo influenciado pelo
ambiente nutricional. Nas espécies domésticas que possuem varias ovulagdes por
ciclo, o numero destas pode variar de acordo com o aspecto nutricional. A taxa de
gestacdo média foi superior (P<0,05) nos animais tratados com Canter OF®. Foram
obtidos valores de 0,42+0,20 e 2,5+0,75 para os animais dos grupos Controle e

Tratado.

O numero médio de embrides viaveis, assim como o total médio de gestacdes
foi superior quando as doadoras foram tratadas com Canter OF®. Estes resultados
podem ter ocorrido pelo efeito do produto por estimular maior desenvolvimento
folicular e produgcdo embrionaria, proporcionam que os oocitos produzidos por estes
foliculos que ovularam sejam de boa qualidade e possam ser fecundados. O numero
de gestacdes produzidas por coleta apés o tratamento com Canter OF® neste grupo
de doadoras esta inclusive igual ao da média descrita na literatura, segundo a IETS
(2004), que é de 2,5 gestagdes por coleta. Assim sendo, com a utilizagdo do Canter
OF®, doadoras que nao eram viaveis num processo comercial de producao de

embrides, podem alcancar esta viabilidade.



6 CONCLUSOES

O Produto, no protocolo utilizado nao foi eficiente em alterar qualquer das

variaveis analisadas neste trabalho;

Ao se analisarem apenas as doadoras com histéricos de producao
embrionaria ruim, o protocolo foi capaz de melhorar, nos animais tratados, o niumero

de ovulagdes induzidas, produgao embrionaria total e embrides viaveis.
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8 ANEXO

Caracteristicas do Produto Canter OF®

O produto Canter OF é um suplemento com vitaminas, minerais e aminoacidos
indispensaveis ao metabolismo celular, que agem sinergicamente na prote¢cdo dos tecidos

corporais e das células reprodutivas, pois reduzem a formacao de radicais livres.
Canter OF® ¢ indicado para reprodugo.
Composicao basica do produto:

BETA CAROTENO, L-CARNITINA, L-LISINA, SELENIO (QUELATO), VITAMINA E, CROMO
AMINOACIDO QUELATO, COBRE AMINOACIDO QUELATO, PALATABILIZANTE,
SORBITOL, ALCOOL ETILICO, ADITIVO ANTIOXIDANTE (EDTA), PROPILGALATO,
METILPARABENO (ANTIFUNGICO), AGLUTINANTE (SUSPENDER), GLICERINA, AGUA.

Niveis de garantia por litro do produto

BetacarotenO........ oo 1.250 mg
Carnitina........ooo 167.000mg
I E=T ] o T= TP PP TP P TPPPPPPPRI 100.000mg
Y=Y (=] ol To R (o [U1=] =1 (o) IR PP 150 mg
VIAMINGLE. ... e 20.000 mg
Cromo.(QUEIALO).....ccoo e, 80 mg
CoDre.(QUEIATO). ..o 2.000 mg
AditivoantioXidante.(EDTA).....cooo e 500 mg
AgIUtiNaNte.(SUSPENAET)......coiiiiiiieee e 25.000 mg
Propilgalato s 500 mg
Metilparabeno.(antifingiCo).........c.uoiiiiiiiiiiiii e 2.100 mg

S To T o] 1 (o ] SRR 332.420mg

Fonte: Ourofino (2008).



