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DESEMPENHO REPRODUTIVO NA PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES DE NOVILHAS CRUZADAS (NELORE X RED ANGUS),
SUBMETIDAS A INCLUSAO DE IONOFOROS NA DIETA
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RESUMO: A utilizacdo de ionéforos na alimentacdo de bovinos e seus principais efeitos tém sido
amplamente estuda atualmente. londforos sdo componentes que quando presentes no rimen alteram a
flora possibilitando um melhor aproveitamento dos nutrientes e assim influenciando em outros sitemas do
organismo animal, inclusive o sistema reprodutivo. A pesquisa foi realizada no Centro de Biotecnologia em
Reproducdo Animal, no periodo de julho de 2011 & junho de 2012. Foram utilizadas 17 novilhas cruzadas
com idade média de 20 meses. Elas foram alocadas ao acaso nos diferentes tratamentos: grupo controle,
grupo lasalocida e grupo virginiamicina. Associado, foi fornecida uma suplementagcdo com aveia, nucleo,
calcario e milho moido para suprir as necessidades dos animais. Ao final do experimento foi realizada a
superovulagdo nos animais, apoés seis dias a pungéo folicular guiada por ultrassonografia sendo o conteddo
encaminhado ao laboratério para realizar a producéo in vitro dos embrides. Todas as varidveis foram
analisadas pelo procedimento PROC GENMOD do programa estatistico SAS. Como resultados, obteve que
a quantidade de odécitos totais, odcitos degenerados, odcitos viaveis, embrido do dia 7 e dia 10 apés
aspiracdo apresentaram diferenca significativa (P<0.0001) no tratamento 2 comparando-se com 0S
tratamento 1 e 3. Ja o coeficiente de porcentagem das variaveis de embrido do dia 7 e do dia 10 apos
aspiracdo, ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos 1, 2 e 3. Obteve-se um
melhor desempenho reprodutivo no grupo da lasalocida, provavelmente devido a melhora nutricional.

PALAVRAS CHAVES: virginiamicina, lasalocida, fecundacéo, ecloséo e cultivo.

1 INTRODUCAO

O uso de pastagens anuais de inverno no sul do Brasil, quando manejadas e
fertilizadas adequadamente, tem resultado em altos ganhos médios diarios (RESTLE et
al.,, 1993, RESTLE et al.,, 1998). Porém, devido aos altos custos dessas pastagens
buscam-se formas de utiliza-las de uma forma mais eficiente (RESTLE et al., 1998). A

nutricdo pode influenciar a funcdo ovariana por modular principalmente a secrecéo do LH
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(menor intensidade do FSH), tanto em condigcbes de alta quanto de baixa ingestéo
alimentar (SOUZA & CANISSO, 2009).

Vérias pesquisas como a de Souza et al. (2009), tem observado que o manejo
nutricional € o que tem maior impacto sobre o desempenho reprodutivo de fémeas
bovinas. A insuficiente ingestdo de energia estd correlacionada com o reduzido
desempenho reprodutivo (SANTOS e AMSTALDEN, 1998). Entre os efeitos da nutricdo
na reproducado, o balanco energético negativo pode ser considerado um fator importante

relacionado a baixa funcao reprodutiva da vaca (BUTLER, 2005)

Segundo Figueiredo et al. (2008), é importante conhecer como 0s nutrientes sdo
priorizados e utilizados pelo animal. O que permitiria o estabelecimento de métodos
nutricionais objetivando o aumento da eficiéncia reprodutiva. Segundo O’Callaghan &
Boland (1999) o “status” nutricional € o maior fator controlador da fertilidade em bovinos.
A suplementacdo para animais mantidos em pastagem de inverno possibilita um melhor
balanceamento de nutrientes na dieta de bovinos (RESTLESL, J. et al.,, 1999). Uma
alternativa de suplementacdo € a utilizacdo de ionéforos como a lasalocida e a
virginiamicina.

Dentre os iondforos conhecidos, cerca de 120 formas naturais (NAGARAIA et al.,
1997), os mais inseridos na alimentacdo de bovinos sdo a monensina, lasalocida,
salinomicina e a narasina (RODRIGUES, 2000). Segundo Goncalves & Borges et al.,
2009, i6noforos sé@o antibidticos coccidiostaticos constituidos de poliéteres carboxilicos
produzidos por varias cepas de Streptomyces sp, que aumentam a eficiéncia alimentar

através da alteracao seletiva dos padrdes de fermentacao ruminal.

Seu modo de atuacdo ocorre atraves da interferéncia no fluxo ibnico normal e na
dissipacédo do gradiente de prétons e cations através da membrana dos microrganismos
(GONCALVES & BORGES, 2009). Com isso, ha uma acao seletiva sobre as bactérias, de
forma que as Gram negativas sobrevivem (RODRIGUES, 2000), que sdo as bactérias
produtoras de hidrogénio, formato, acetato, butirato, lactato e amdnia, mas as produtoras
de succinato e propionato, bem como os organismos utilizadores de lactato (RUSSELL &
STROBEL, 1988). Causando um aumenta a concentracdo de propionato ruminal, sem
alterar as concentracdes totais de AGV, que resultam num aumento nos niveis de
glicose(BAGG, 1997).
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Este aumento nos niveis de glicose circulante para o animal e, consequentemente,
de insulina sanguinea, representa um maior aporte energético, obtendo assim um melhor
desempenho reprodutivo (FRANCO et al., 2004). Insulina atua na reproducao por regular
a sintese de neurotransmissores de GnRH, consequentemente, controla a liberacdo de
LH pela hipéfise (KAWAUCHI & SOWER, 2006). A insulina se liga ao seu receptor
resultando, principalmente, na estimulacdo do transporte de glicose para dentro das

células, usada como a principal fonte energética para o ovario (LAWRENCE et al., 2007).

Este trabalho foi conduzido com objetivo de determinar a influéncia da adicéo de
lasalocida e virginamicina na alimentacdo de novilhas de corte mantidas em pastejo
continuo e suplementacdo necessaria, sobre a eficiéncia alimentar e, consequentemente,

na reproducao.
2 JUSTIFICATIVA

O uso de suplementacdo no periodo das secas garante um aumento nos niveis
nutricionais das plantas forrageiras. Assim, este projeto visa contribuir para melhoria na
eficiéncia reprodutiva através da identificacdo de estratégias nutricionais que aumentem o

desempenho animal.

3 OBJETIVO

e Avaliar os efeitos do uso da lasalocida e da virginiamicina associados a
suplementacéo para novilhas no periodo da seca,;

¢ Analisar os efeitos dos ion6fonos sobre a eficiéncia reprodutiva;

e Analisar os efeitos dos ion6foros sobre a producdo de embrides in vitro de

embrides.

4 METODOLOGIA

41 LOCAL

CESUMAR

cE \t{euL NIVERSITARIODE MARINGA
owseniddade do Conkectienle



? Anais Eletronico

>0 VI MostraInterna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica ISBN 978-85-8084-413-9
23 a 26 de outubro de 2012

O experimento a pasto foi realizado no Centro de Biotecnologia em Reproducéo
Animal — BIOTEC e os embrides foram produzidos no Laboratério BIO Biotecnhologia
Animal também localizado no Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal — BIOTEC
— CESUMAR.

42 PERIODO
O experimento foi realizado no periodo de julho de 2011 a junho de 2012.
4.3 ANIMAIS

Foram utilizadas 20 novilhas cruzadas (nelore x red angus,) com idade média de 20
meses. Todos os animais foram everminados e banhados contra ectoparasitas no inicio
do experimento. As novilhas foram alocadas ao acaso e identificadas por brincos de

diferentes cores de acordo com o tratamento.
44 TRATAMENTOS

Os animais foram divididos em trés tratamentos sendo o controle com seis animais
(tratamento 1), recebendo suplementacao de lasalocida com cinco animais (tratamento 2)
e o0 recebendo suplementacao de virginiamicina com seis animais (tratamento 3). Estes
aditivos foram fornecidos duas vezes ao dia. No inicio do experimento foi realizado o
periodo de adaptacéo, onde a suplementacédo foi fornecida gradativamente até atingir os
teores adequados para cada animal.

Como o pasto ndo conseguia suprir as necessidades dos animais, junto ao aditivo
foi fornecido uma suplementacdo nos trés tratamentos. Esta se baseava por animal em

7kg de aveia, nucleo (50gr de sal mineral, 3gr de adsorvente e o aditivo — no tratamento 2
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foi 3gr de lasalocida e no tratamento 3 foi 2gr de virginiamicina), 50gr de calcario e 100gr

de milho moido.

Apos trés meses de suplementacdo a pasto, os animais foram submetidas a
sincronizagdo via hormonal. Esta se baseou em uma aplicagdo de um implante
intravaginal, de 2mL de prostaglandina via subcutaneo e 1mL de benzoato de estradial via
subcutaneo. Prosseguiu-se 6 dias e realizou a aspiracdo folicular guiada por

ultrassonografia (OPU — ovum pick up) por animal.

4.5 PUNCAO FOLICULAR (OVUM PICK UP - OPU)

A puncéo foi realizada com uma agulha acoplada a uma bomba de vacuo guiada
por ultrassonografia transvaginal. A fémea foi colocada no tronco de contencdo, onde
primeiro foi feita a palpagéo transretal com esvaziamento do reto e com o auxilio do
ultrassom a avaliacdo dos ovarios quanto a populacdo folicular disponivel para a

aspiracao.

Logo apOs a avaliacdo, foi realizada uma anestesia epidural baixa com infiltracao
de 100mg de Cloridrato de lidocaina 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil) no espaco sacro
coccigeo, ap0s prévia antissepsia com alcool 70°. Também a limpeza da vulva com agua
e detergente, posteriormente procede-se antissepsia com alcool 70%. Para a coleta do
conteudo folicular foi utilizado um tubo cénico de polipropileno de 50 mL (Corning®, USA)
contendo 10mL de solucdo de puncéao (2,0% de soro fetal bovino, 98,0% de solucdo
salina fosfatada tamponada e 25 Ul/ mL de heparina sodica usada para evitar a
coagulacdo sanguinea no interior do sistema de aspiracéo), a temperatura de 36°C. O
tubo de coleta foi acoplado a Bomba de Vacuo (WTA® 3D-003, Brasil), programada a
uma pressédo de 38 a 45mmHg (permitindo um fluxo de 12mL de meio/minuto) e ao
sistema de puncdo. O sistema de puncdo era composto por uma guia transvaginal
acoplada a um mandril, onde introduz-se uma agulha 20G (WTA®); e o transdutor

microconvexo de 5Mhz, ligado ao aparelho de ultrassom (Aloka® SSD-500, Japao).

O transdutor foi inserido na vagina da fémea, auxiliado pela abertura dos labios
vulvares. Em seguida, posiciona-se o ovario a frente da sonda com o auxilio da palpacéo
transretal (Figura 1). Quando a imagem do foliculo apresentou-se alinhada a linha de
puncdo no monitor do ultrassom, a agulha de aspiragéo foi introduzida através da parede
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vaginal no foliculo ovariano, e seu contetdo aspirado. O mesmo procedimento foi repetido

em todos os foliculos visiveis de cada ovario.

, ovary needle
ok rectal wall vaginal wall
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Figura 1 - Esquema do posicionamento do ovario na linha de aspiracao.

Terminada a puncéo o sistema foi lavado com meio de puncéo, o tubo etiquetado e
encaminhado ao laboratério para a realizacdo da contagem do numero de odcitos

recuperados e selecdo dos odcitos viaveis.

4.6 SELECAO DOS OOCITOS VIAVEIS

No laboratorio o contetdo folicular foi filtrado em coletor de embrido de 70 micra.
Apo6s a transferéncia do conteudo folicular para o coletor, o tubo de colheita foi lavado
com mais 50 mL de PBS (DMPBS® FLUSH, Nutricell, Campinas) a 35°C e novamente
depositado no coletor. Entdo o conteudo do filtrado foi colocado em uma placa de Petri de

100X 15mm de fundo quadriculado.

Para rastrear os oocitos da placa foi usada uma lupa com um aumento de 80
vezes. A transferéncia dos odcitos foi feita com a auxilio de uma micropipeta de 20uL e

ponteira estéril. As placas foram rastreadas no minimo duas vezes, 0s oo0citos foram
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retirados e acondicionadas em outra placa de Petri 100X15mm, contendo 4 a 5 gotas de
meio de Lavagem e/ou Bancada. O meio de bancada era constituido de meio para cultivo
celular TCM-199 acrescido de piruvato, antioxidante e soro fetal bovino. Os o6citos foram
classificados conforme os critérios propostos por Leibfried e First, 1979 (Gongalves et al,

2008). Apenas o0s odcitos grau 1 e 2 sdo viaveis para maturacao in vitro (MIV).
4.7 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

No laboratério todos os procedimentos como o preparo de meios, manipulacéo de
odcitos e embrides foram realizados dentro da capela de fluxo laminar. Todos os materiais
da rotina laboratorial foram estéreis e descartaveis, tais como placas de Petri, tubos de

polipropileno, ponteiras, pipetas e microtubos.
4.8 MATURACAO IN VITRO (MIV)

No laboratério os odcitos foram lavados trés vezes em meio de Maturacdo TCM-
199 com sais de Earles, glutamina e NaHCOj3; suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 22 pg/mL piruvato, 50ug/mL de gentamicina, 0,5 ug de FSH/mL, 50 ug de LH/mL
e 1 yg de estradiol/mL. Mantidos em incubadora, a 38,5°C, 5% de CO, em ar e com
maxima umidade, por um periodo de vinte e quatro horas. Durante esse periodo 0s
complexos cumulus o6citos (CCOs) permaneceram em microgotas de 70ul de meio de

maturagao coberta por 6leo mineral.
4.9 FECUNDACAO IN VITRO (FIV)

Seguidas as vinte e quatro horas, os o6citos maturados foram lavados trés vezes
em 100 pl de meio TALP-FIV suplementado com 10ug/mL de heparina, 22ul/mL de
piruvato, 50ug/mL de gentamicina, albumina sérica bovina - BSA (sem &cidos graxos),
solucdo de PHE (2uM de penicilina, 1uM de hipotaurina e 0,25uM de epinefrina). Foi

utilizado sémen de uma mesma partida de um touro da raca Nelore, descongelado em
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banho-maria a 35°C. Para selecdo dos espermatozoides moveis e remocao de diluidores
e plasma seminal, foi realizado centrifugacdo em gradiente Percoll 90% e 45%, a 10.000
rotacdes por minuto, durante 3 minutos, utilizando-se microtubo de centrifuga de 1,5mL.
Foi utilizada a concentracdo de 1x10°%espermatozéides/mL, sendo que cada microgota (10
CCOsl/gota) recebera 2,5uL. As placas permaneceram em incubadora por até vinte e

guatro horas, a 38,5°C, em atmosfera com 5% de CO, em ar e maxima umidade.
4.10 CULTIVO IN VITRO (CIV)

Decorrido 24horas da fertilizacdo, os zigotos foram cultivados in vitro no meio SOF
suplementado com 10% de soro fetal bovino, em incubadora, com atmosfera gasosa
contendo 5% de CO, em ar, com maxima umidade. Apés 48 horas, foi avaliada a taxa de
clivagem e feito a renovagdo do meio de cultivo. No 7° dia de cultivo, foi realizada as
avaliacbes dos embrides de cada grupo (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto
expandido), utilizando para tal a classificacdo dos embrides de cada grupo segundo

Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS).

Apés 10 dias da fecundacdo, os embrides foram novamente analisados para a

avaliacao da taxa de blastocistos eclodidos.

4.11 VARIAVEIS ESTUDADAS

e NuUmero de odcitos recuperados;

¢ Numero de odcitos viaveis;

¢ Numero de estruturas clivadas;

e Taxa de blastocistos em dia 07 (p6s fecundacao);

e Taxa de blastocistos eclodidos em dia 10 (pés fecundacéo).

4.12 ANALISE ESTATISTICA
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As variadveis foram analisadas pelo procedimento PROC GENMOD do programa
estatistico SAS (2000), versao 8.01, utilizando-se distribuicdo de poisson e funcédo de

ligacdo identidade.
O modelo matematico sera:
Yij=p + Ti + eijk
Em que:
Yijk= observacéo feita no individuo j submetido ao tratamento i (i=1,2,3)
u = média geral associada a cada observacao;
Ti = efeito do tratamento i (i= 1,2,3);

eijk = erro aleatorio associado a cada observacéo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

BN

Os resultados referentes a quantidade de odcitos totais, oocitos degenerados,
o0citos viaveis, embrido do dia 7 apds aspiracao, embrido do dia 10 apGs aspiracédo e as
porcentagens de embrido no dia 7 e dia 10 ap0s aspiracdo estao apresentados na Tabela
1.

Tabela 1 - Classificacdo da producdo de embrifes in vitro de novilhas cruzadas apos tratamento
com aditivos (lasalocida e virginiamicina)®.

Tratamentos”
1 -controle 2 - lasalocida 3 —virginiamicina
Odcitos totais 10,43+1,22b 29,17+2,20 a 13,57+1,39b
Oécitos deg.’ 4,29+0,78b 11,17+ 1,36 a 2,43+059b
Odcitos viaveis 6,14 +0,94 b 18,00+ 1,73 a 11,14+1,26 b
Embri&o 7 dias* 2,86 +0,64b 5,67 +0,97 a 2,29+0,557b
Embri&o 10 dias® 2,29+0,57b 5,50+ 0,96 a 257+061b
%embrido 7 dias® 47+0,24 a 32+0,25a 21+0,16a
%embrido 10 dias’ 37+0,22a 31+035a 23+0,18a

' Média + erro padrdo. ° Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (P<0,05). ° Odcitos
degenerados. * NGmero de embrides apo6s 7 dias da aspiracdo em meio de cultivo adequado. °> Numero de
embrides apds 10 dias da aspiracdo em meio de cultivo adequado. 6 Porcentagem de embrides apoés 7 dias
da aspiracdo em meio de cultivo adequado. ! Porcentagem de embriGes apés 10 dias da aspiracdo em meio
de cultivo adequado.
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Nos testes realizados avaliando a quantidade de od0citos totais, odcitos
degenerados e odcitos viaveis, apresentaram diferenca significativa (P<0.0001) no
tratamento 2 comparando-se com os tratamento 1 e 3. O embrido do dia 7 apoés
aspiracdo, apresentou diferenga significativa (P=0.0041) no tratamento 2 comparando-se
com os tratamento 1 e 3. O embrido do dia 10 apos aspiracdo, apresentou diferenca

significativa (P=0.0041) no tratamento 2 comparando-se com os tratamento 1 e 3.

Com relacdo ao coeficiente de porcentagem das variaveis de embridao do dia 7
apos aspiracdo e do embrido do dia 10 apds aspiracdo, ndo apresentaram diferencas

significativas (P>0,05) entre os tratamentos 1, 2 e 3.

Resultados positivos observados pelo aumento no nivel de glicose e,
consequentemente, de insulina que melhoram o ganho de peso médio diario e em
conjunto o potencial reprodutivo de novilhas. Franco et al. (2004), observou que o
aumentando da glicose circulante e, consequentemente, a insulina sanguinea, € um fator

importante para a reproducéo.

Como ja citado, o propionato, produzido com o uso de iondforios, eleva a glicose
sanguinea e a concentracdo de insulina aumentando a retencdo de energia pelo
organismo (REYNOLDS et al., 1991), observando o aumento no ganho de peso médio
diario. O que pode ser observado na pesquisa do Oliver (1975) que obteve ganhos diarios

superiores quando os animais recebiam lasalocida.

Pesquisas como Roso (2001), testando lasalocida sddica suplementada via sal,
para fémeas de corte mantidas em pastagens cultivadas com gramineas anuais, obteve
incremento no ganho de peso/ha. Lucas & Sobrinho (1989) observaram ganho de peso
10% superior (0,727 kg/ animal/dia vs. 0,805 kg/animal/dia) em machos mesticos

castrados (316 kg), pastejando capim-colonido cv.

No entanto, Utley et al. (1978) e Restle et al. (1997) suplementando
respectivamente, monensina e lasalocida para animais mantidos em pastagem, né&o
verificaram efeito positivo no ganho de peso. Prohmann et al.,, (2004) testando a
suplementacdo com lasalocida, em novilhos inteiros de nove meses de idade
permanecendo em pastagens de coastcross e aveia, ndo observou incremento no
desempenho dos animais.
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Parigini-Bini (1979) pesquisou o efeito do uso da virginiamicina em ruminantes
verificando aumento de ganho de peso e na eficiéncia alimentar. E Restle et al. (1997)
nao encontrou diferencas no ganho de peso de novilhas em recria ao receberem
lasalocida sodica misturada ao sal comum. Resultados contrarios aos observados neste
trabalho, ja que o uso da virginiamicina para novilhas Nelore n&o influenciou no ganho de

peso e nem no aumento da eficiéncia reprodutiva, observado na Tabela 1.

Existem receptores para insulina na hipéfise (LESNIAK et al., 1988) e no tecido
ovariano (PORETSKY & KALIN, 1987), para realizar estimulacéo da liberacdo de GnRH
no hipotdlamo quanto tem glicose disponivel (ARIAS et al., 1992). E ela também estimula
a producéo de estradiol pelas células ovarianas de vacas (SPICER & ECHTERNKAMP,
1995) e ainda pode influenciar a taxa de ovulacdo (HARISON & RANDEL, 1986).

Rhodes et al. (1995) demonstraram que o diametro do foliculo dominante possui
correlacdo negativa com perda de peso, e em gado de leite periodos de balanco
energético negativo (BEN) influenciam negativamente o crescimento folicular (BEAM &
BUTLER, 1999).

6 CONCLUSAO

A relacdo entre nutricdo e reproducdo é um assunto de muita importancia na
producdo animal, que merece énfase para se conquistar maiores indices na pecuaria de

corte do pais.

Uma alternativa é a suplementacdo com iondéforos, que agem de forma seletiva
favorecendo o crescimento de bactéria gram-negativo que sdo as produtoras de
proprionato que vai aumentar os niveis de glicose e insulina sanguinea, 0 que representa

um maior aporte energético, obtendo assim um melhor desempenho reprodutivo.

O uso da lasalocida, embora nao tenha afetado na porcentagem de embrido no

cultivo ap0s sete e dez dias, resultou em incremento no nimero de o04citos recuperados.

7

Contudo, é necessario a realizacdo de mais pesquisas relacionadas ao uso da
suplementacado com ionoforos, principalmente a lasalocida e a virginiamicina para definir

0s resultados reais acarretados pelos mesmos.
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