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EFEITO DA SUPEROVULAGCAO NA PRODUGAO DE EMBRIOES IN VITRO EM VACAS DA RAGA NELORE

Carina Cavichioli*; Fabio Luiz Bim Cavalieri % Antonio Hugo Bezerra Colombo % Karina Volpe Oliveira 4

RESUMO: A técnica de superovulagdo € um dos passos fundamentais no programa de transferéncia de embrides
em bovinos. Tem como objetivo estimular, através de administracdo de hormonios, o desenvolvimento de um
grande numero de foliculos até o estagio no qual possam ovular. Objetiva-se avaliar a possivel relagédo dos efeitos
da superovulacao da producgédo de embrides IN VITRO em vacas da raca Nelore. O experimento sera realizado na
fazenda experimental do Unicesumar, e serdo utilizadas 15 vacas da raca Nelore dividida em dois tratamentos
com 07 (sete) repeticbes cada. No primeiro tratamento os ovarios serdo aspirados em dias aleatdrios do ciclo
estral e no segundo tratamento os animais serdo superovulados com FSH (Pluset’) durante 04 dias e 24 horas
apo6s a ultima aplicagdo, onde os mesmos serdo aspirados com o auxilio de um ultrassom ALOKA SSD500 e
probe de 5,0 MHZ. Apds a aspiracdo os ovocitos serdo conduzidos ao laboratério onde os mesmos serao
maturados, fertilizados e cultivados in vitro. Ao final da pesquisa espera-se aumentar a producdo de embribes
produzidos in vitro, superovulando as doadoras antes da aspiracéo folicular.

PALAVRAS-CHAVE: Embrido; FIV; Nelore; Superovulacao.

1 INTRODUCAO

A pecuaria brasileira é de importancia fundamental para o desenvolvimento da economia do pais. Suas
atribuicbes incluem, desde o fornecimento de alimentos para a populacdo, bem como a geracdo de emprego e
renda (BRASIL, 2015). O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e coloca-se como segundo
maior produtor e o primeiro exportador no ranking mundial de carne bovina (CONAB, 2015). Uma das grandes
vantagens da aspiragéo folicular em bovinos e a posterior producéo in vitro de embrides se encontra no fato da
técnica ser aplicada sem a necessidade de qualquer aplicacdo de horménios nas vacas doadoras, ou seja, em
gualguer momento do ciclo estral pode se fazer aspiragdo folicular, isto € interessante, pois ndo existe a
necessidade de conduzir os animais varias vezes aos bretes de contencdo, diminuindo assim o stress causado
aos animais. Uma das possiveis explicacdes para o efeito da pré-estimulacdo ovariana com FSH na taxa de
blastocisto, seria um aumento no nimero de foliculos médios e grandes impedindo os mesmos de entrarem em
atresia, estes od0citos estariam mais capacitados para sofrerem a maturagao in vitro (GONCALVES; FIGUEIREDO;
FREITAS, 2008). Como resultado, a PIVE vem obtendo avangos consideraveis nos ultimos anos e esta sendo
amplamente incorporada a projetos de reproducdo (PONTES et al., 2010).

Temos por objetivo com a conclusdo da pesquisa aumentar a producdo de embrifes in vitro, objetivando avaliar o
efeito da superovulagdo das doadoras de o6citos com FSH, previamente a aspiragdo folicular em vacas da raca
Nelore.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento serd realizado no Centro de Biotecnologia da Reprodugdo — BIOTEC. Onde serdo
avaliados a producao de odcitos e embriGes de vacas Nelore produzidos in vitro, superestimuladas com 200 Ul de
FSH (Horménio Foliculo Estimulante — Pluset’). Sero utilizadas 14 fémeas adultas da raca Nelore proveniente do
mesmo grupo genético, com idade entre 4 a 9 anos, com peso médio de 420 Kg de peso vivo, distribuidas
aleatoriamente em dois grupos:

- Grupo controle (n=7): Aspiracdo em dias aleatérios do ciclo estral,

- Grupo FSH (n=7): Os animais ser&o superovulados com FSH (Pluset’) durante 04 dias e 24 horas apés a Ultima
aplicacdo os mesmos serdo aspirados.

As aspiraces foliculares seréo realizadas com o auxilio de um ultrason ALOKA SSD500 e probe de 5,0
MHZ. Como critério de avaliagdo, os odcitos serdo classificados de acordo com a sua morfologia (nUmero de
camadas e o grau de expanséo das células do cumulus e o aspecto do citoplasma quanto a cor, homogeneidade e
integridade) em grau I, II, lll e IV. Serao selecionados para esta pesquisa, somente os complexos cumulus odécitos
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viaveis, ou seja, aqueles que apresentaram, no minimo, trés camadas de células do cumulus compactas e o
citoplasma homogéneo.

ApOs a selegdo, os complexos cumulus odcitos serdo maturados in vitro em placas de maturacédo, em
meio TCM199 com sais de Earles, glutamina e NaHCOs;, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22
pg/mL piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de FSH/mL, 50 ug de LH/mL e 1 ug de estradiol/ml, mantidos em
estufa a 39°C, em atmosfera com 5% de CO, em ar, com umidade maxima, durante 22 a 24 horas.

Na sequéncia, os odcitos serdo colocados em uma placa contendo 21 microgotas de 75uL de meio de
maturacdo, com 10 odcitos por microgota, cobertas por 6leo mineral. A fecundacéo seré realizada em gotas de 75
pl de meio TALP suplementado com 10 pg/mL de heparina, 22 pl/mLde piruvato, 50 pg/mL de gentamicina,
albumina sérica bovina-BSA (sem acidos graxos), solucdo de PHE (2 uM de penicilina, 1 uM de hipotaurina e 0,25
MM de epinefrina). O sémen utilizado sera de um touro da raga nelore e o sémen serd descongelado, em banho-
maria a 35°C, por 30 segundos. Para selecdo dos espermatozéides méveis e remogédo de diluidores e do plasma
seminal, sera realizada centrifugagdo em gradiente percoll (90 e 45%), durante 9 minutos. A concentracdo
espermatica empregada foi de 1x10° espermatozoides/mL e, apds a fecundacdo, os o6citos serdo transferidos
para as microgotas (10 odcitos/gota), onde permanecerado por 24 horas, a 38,5°C, em atmosfera com 5% de CO,
em ar.

Apos a fertilizagdo, os zigotos serdo cultivados in vitro, no meio SOF (Synthetic Oviduct Fluid),
suplementado com SFB (Soro Fetal Bovino), com monocamada de células da granulosa. O cultivo sera realizado
por 24 horas ap6és a inseminagdo, em incubadora, com atmosfera gasosa controlada contendo 5% CO,, 5% de O,
e 90% de N,. No dia 4 (D4) seré realizado a renovacao do meio de cultivo.

Os embrides do serdo mantidos na estufa até o 7° dia de cultivo, quando se avaliara a taxa de blastocisto
no dia 7 (D7) e, posteriormente, no dia 9 (D9), a taxa de blastocistos eclodidos.

O delineamento experimental sera inteiramente casualizado, com 3 tratamentos e cinco repeti¢cbes cada.
As caracteristicas estudadas serdo: numero de odcitos viaveis, taxa de blastocisto e taxa de blastocistos
eclodidos. O programa estatistico utilizado para a realizacdo das analises serd 0 SAS (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM), utilizando-se o procedimento "Proc Genmod" e distribuicdo binomial.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se com esta pesquisa AUMENTAR a producdo de embriées produzidos in vitro, superovulando as
doadoras antes da aspiragao folicular.

Figura 1 — Embri6es Produzidos In Vitro Figura 2 — Bezerros Produzidos In Vitro
Fonte: Disponivel em: WWW.fecebook.com.  Fonte: Disponivel em: WWW.fecebook.com
Acesso em: 17.Ago.2015 Acesso em: 17.Ago.2015

REFERENCIAS

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Brasil. Assessoria de Gestéo Estratégica (Org.).
Projecdes do Agronegdcio, Brasil 2012/13 a 2022/23. Brasilia, 2013. Disponivel em
<http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/file/Ministerio/gestao/projecao/Projecoes%20d0%20Agroneqocio%20Bra
Sil%202011-20012%20a%202021-2022%20(2)(1).pdf>. Acessado em 26/03/2015.

CONAB - Companhia Nacional de Abatecimento. Indicadores da Agropecuaria: Quadro de Suprimentos.
Disponivel em < http://www.conab.gov.br/conteudos.php?a=1538&t=2 >. Acessado em 14/03/2015.

IX EPCC - Encontro Internacional de Producéo Cientifica UniCesumar
03 a 06 de novembro de 2015 .
Maring& — Parana — Brasil @ UniCesumar


http://www.fecebook.com/
http://www.fecebook.com/
http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/file/Ministerio/gestao/projecao/Projecoes%20do%20Agronegocio%20Brasil%202011-20012%20a%202021-2022%20(2)(1).pdf
http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/file/Ministerio/gestao/projecao/Projecoes%20do%20Agronegocio%20Brasil%202011-20012%20a%202021-2022%20(2)(1).pdf
http://www.conab.gov.br/conteudos.php?a=1538&t=2%20

Anais Eletrénico

IX EPCC - Encontro Internacional de Produgéo Cientifica UniCesumar
Nov. 2015, n. 9, p. 4-8

ISBN 978-85-8084-996-7

GONCALVES, P.B.D.; FIGUEIREDO, J.R.; FREITAS, V.J.F. Biotécnicas aplicadas a reproducéo animal. 22, ed,
S&o Paulo, SP: Roca, 2008. 395p.

PONTES, J.H.F. Aspectos aplicados da producdo in vitro de embrides bos indicus.
S

AS INSTITUTE INC., Statistical Analysis System, Verséo 8.0. Cary, NC: 2000. (Manual On-line).

IX EPCC - Encontro Internacional de Producéo Cientifica UniCesumar
03 a 06 de novembro de 2015 ~ .
Maring& — Parana — Brasil @ UniCesumar



