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RESUMO

O efeito da adicao de propolis na dieta foi avaliado sobre a qualidade dos odcitos e
a producdo in vitro de embrides. Objetivou-se avaliar o uso da adicdo de prépolis e de
monensina sddica sobre a qualidade dos odcitos e a producdo in vitro de embrides de
novilhas da raca nelore. Utilizou-se 36 novilhas, com 24 meses de idade, distribuidas
em um delineamento experimental inteiramente casualizado com trés tratamentos. Os
tratamentos consistiam de uma dieta controle negativo sem adi¢do; um grupo com
adicdo de prépolis e um grupo controle positivo com o aditivo alimentar monensina
sodica. Nao houve efeito da adi¢do de prépolis ou da monensina sodica sobre 0 nimero
de odcitos viaveis, a producao in vitro de embrides (D7) e a eclosdo dos embrides (D9).
Entretanto, observou-se um maior nimero de odcitos totais dos grupos propolis e
controle em relagcdo ao grupo monensina sédica, porém os resultados nao diferiram
quanto a probabilidade de numero de odcitos viaveis dentro do total de odcitos
recuperados. A adicdo de propolis na dieta de novilhas ndo alterou as caracteristicas
reprodutivas: melhora da qualidade do odcito e aumento da producdo de embrides in

vitro.

Palavras-Chave: eficiéncia reprodutiva, nutricdo, OPU-PIV, complexo cumulus-

odcito
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ABSTRACT

The effect of food addition of propolis in the diet was evaluated on the oocytes
quality and the embryo in vitro production. This study was carried out with the
objective of evaluating the use of propolis and monensin on oocytes quality and
embryos in vitro production of nellore heifers. Thirty-six heifers, at 24 months of age,
were used, and distributed in a completely randomized experimental design with three
treatments. The treatments consisted of a negative control group diet with no addition; a
group with addition of propolis and a positive control group with the food additive
monensin. There was no effect of addition of propolis or the monensin on the number of
viable oocytes, embryos in vitro production (D7) and embryos hatched (D9). However,
there was a higher number of total oocytes on propolis and control group compared to
the monensin group. But the results did not differ regarding the probability of the
number of viable oocytes within the total oocytes retrieved. The addition of propolis in
the diet heifers’ did not alter the reproductive features: improvement of oocytes quality

and increased embryos in vitro production.

Key Words: reproductive efficiency, nutrition, OPU-1VVP, cumulus-oocity complex



I- INTRODUCAO

A pecuéria brasileira ainda estd em busca de melhores indices produtivos e de
precocidade do rebanho. Isto porque 80% do rebanho brasileiro € composto por animais
zebuinos (ABIEC, 2012), notadamente menos precoces que 0s de origem européia.
Progressos neste sentido foram obtidos com selecdo genética, manejo nutricional e
sanitario. Os ruminantes alimentam-se basicamente de alimentos fibrosos, sua grande
capacidade ingestiva associada a simbiose com microrganismos ruminais responsaveis
pela digestdo celulolitica, obtém a principal fonte de energia para o seu crescimento,
producao e reproducéo.

O desempenho reprodutivo é o maior determinante da eficiéncia produtiva das
fémeas bovinas de leite e de corte, pois sdo o0s principais sistemas de producdo. A
obtencdo de embriBes pela técnica de producdo in vitro (PIV) tem crescido nos Gltimos
anos, oriundos de odcitos colhidos de doadoras vivas pela aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (Ovum pick-up, OPU). No entanto, a propor¢cdo de embrides
produzidos é variavel, e o complexo cumulus-oécitos (CCOs) é um importante fator
para a PIV de embribes. Em vista disso, 0 numero e a qualidade dos odcitos recuperados
e a sua viabilidade para o desenvolvimento in vitro sdo importantes para aperfeicoar a
producdo (Webb e Armstrong, 1998; Castilho e Garcia, 2005; Meirelles et al., 2008).

Os nutrientes da dieta tém ag8o sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal e afetam
fatores de origem sistémica ou local que controlam direta ou indiretamente a funcéo
ovariana (Sartori et al.,, 2010). Varios mediadores bioquimicos podem atuar em
mecanismos secundarios ligados a reproducéo e atuar de forma positiva ou negativa nas
fungdes reprodutivas. A glicose é o principal mediador que atua no fornecimento de
energia (Hess et al., 2005). Na literatura, observaram-se diferentes resultados quanto ao

efeito dos niveis energéticos e suas respostas na reprodugdo, porém uma adequada



nutricdo é necesséria para que o processo reprodutivo tenha o minimo de influéncia
negativa da nutrigéo.

A maioria dos estudos reprodutivos foi conduzida em animais destinados a
producdo de leite e tem mostrado que, em fémeas, a suplementacdo e a restricao
alimentar afetam a ovulagdo, a qualidade dos odcitos e dos embriGes, bem como, 0
crescimento fetal e a viabilidade dos recém-nascidos (Kendrick et al., 1999, Sartori e
Mollo, 2007). Ocorre, entdo, um paradoxo quanto as estratégias alimentares dentro das
diferentes categorias zootécnicas. De qualquer modo, 0 manejo nutricional adequado se
faz necessario e algumas estratégias tém sido propostas no intuito de melhorar o
aproveitamento do alimento consumido, como a utilizag&o de aditivos alimentares.

A introducéo de aditivos a alimentacdo dos bovinos, com o objetivo de aumentar a
eficiéncia produtiva pela manipulacdo da fermentacdo ruminal, se tornou uma pratica
comum nas Ultimas décadas (Simoni, 2011). Ha inimeros aditivos alimentares usados
na alimentacdo dos ruminantes, tais como os iondforos, probidticos, agentes
defaunantes, entre outros. Dentre 0s mais utilizados, destacam-se os ion6foros, 0s quais
sdo adicionados as dietas e visam diminuir a propor¢do acetato:propionato no rimem,
além de promover um aumento na concentracdo plasmatica de glicose (Artunduaga et
al., 2008). Porém, devido a restricbes e proibi¢bes quanto ao uso de ionoforos pelos
orgdos oficiais da Unido Européia, com o objetivo de prevenir o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, muitos pesquisadores tém concentrado esforcos em busca de
alternativas para substituir os aditivos antibidticos na producdo animal.

A prépolis surge como uma op¢do a manipulacdo do ecossistema ruminal por ter
acdo antibacteriana (Salomdo et al., 2008), principalmente sobre as bactérias gram-
positivas (Antunes et al., 1996), e por ser um produto natural (Stradiotti Janior et al.,
2004) Ao testar a propolis sobre a microbiota ruminal, Broudiscou et al. (2000)
observaram que a producdo de propionato aumentou em 10,3%, principal precursor da
glicose. Contudo, ndo existem relatos do efeito da propolis sobre a reproducdo de

fémeas bovinas, independente da categoria zootécnica.



1.1. Efeitos da nutricdo na reproducao

A relacdo entre nutricdo e reproducdo € complexa e suas respostas variam (Boland
et al., 2001). Alguns mediadores bioquimicos atuam em mecanismos secundarios
ligados a reproducdo, sendo a glicose o principal mediador que atua no fornecimento de
energia (Hess et al., 2005). O propionato € convertido em glicose no figado e é o
principal substrato energético para animais ruminantes. O ramen € colonizado por
varios tipos de microrganismos, em que alguns digerem carboidratos estruturais como a
celulose e, outros produzem &cidos graxos volateis (AGVs) como acetato, propionato e
butirato.

A quantidade produzida de cada AGV ¢ relacionada a dieta. Por isso, em uma
alimentacédo rica em compostos fibrosos ha maior producdo de acetato. No entanto, em
dietas a base de grdos ha maior producdo de propionato. Assim, pode-se manipular a
composicao da dieta e do manejo alimentar com o objetivo de aumentar o suprimento
de energia para as fémeas bovinas, o que pode resultar em melhorias para o desempenho
reprodutivo desses animais.

A glicose e 0 propionato sdo substancias que estimulam a secrecdo de insulina.
Desta forma, dietas com alto nivel de amido degradavel no ridmen aumentam a
producdo de glicose pelo figado, a concentracdo de glicose e a insulina no plasma
(Theurer et al., 1996). A insulina € um hormonio envolvido na regulacdo da
concentracdo de glicose na circulagdo, promove o transporte de glicose para o interior
das células, sendo utilizada como principal fonte energética para o ovario (Souza et al.,
2009). H& demonstracGes que o melhor status energético aumenta os niveis do fator de
crescimento semelhantes a insulina - 1 (IGF-1) e insulina no plasma e no liquido
folicular de bovinos (Santos e Sa& Filho, 2006). A glicose é indispensavel para a sintese
de é&cido desoxirribonucléico (DNA) durante a maturacdo do odcito e o IGF-I
juntamente com a insulina estimulam a proliferacdo das células foliculares e a
esteroidogénese (Alves et al., 2009).

Portanto, os parametros enddcrinos, o crescimento folicular, a producdo de
esterdides e a atividade secretoria uterina sdo influenciados pelo estado nutricional e
metabolico da fémea (Santos e Sa Filho, 2006). Deste modo, dietas que aumentem o
propionato ruminal resultam em maiores concentragdes de glicose e insulina no sangue

e, possivelmente, melhorem a eficiéncia reprodutiva. No ambiente ovariano, a insulina é



um importante modulador do desenvolvimento folicular, esteroidogénese, maturagao
oocitéria e subsequente desenvolvimento embrionério (Yaseen et al., 2001).

Gutierrez et al. (2010) observaram um aumento nas concentracfes plasmaticas de
insulina em novilhas com elevada ingestdo de nutrientes e esta elevacdo foi associada a
um aumento no numero de foliculos pequenos nos primeiros trés dias do ciclo estral,
além de terem verificado também um aumento nas concentracdes de IGF-1 outro
mediador do efeito nutricional no desenvolvimento folicular.

Kendrick et al. (1999) avaliaram o efeito do balanco energético e intervalo pds-
parto na qualidade dos odcitos em vacas lactentes e observaram que vacas com dieta
altamente energética apresentavam foliculos menores do que as alimentadas com baixa
concentracdo energética. No entanto, as vacas alimentadas com alta concentracdo
energética produziram odocitos de melhor qualidade. E a anéalise do liquido folicular
revelou menores niveis de IGF-1 na dieta com baixa concentracdo de energia.

As populacbes de foliculos ovarianos dos ruminantes sdo0 muito sensiveis a
manipulacdo nutricional. Assim, esta ferramenta poderd ser utilizada a fim de
incrementar a foliculogénese e o numero de foliculos aptos a aspiracdo. As
concentragfes plasmaticas de glicose, insulina e IGF-I foram positivamente
correlacionadas com os nutrientes da dieta e s&o mediadores chave que modulam o
efeito da nutricdo sobre a funcdo ovariana. As pesquisas relacionadas aos efeitos da
nutricdo e a qualidade do o6cito ainda sdo escassas e poucos estudos relatam os efeitos
de fatores nutricionais na morfologia do odcito, havendo necessidade de novos estudos

que visem maiores elucidacdes a respeito.

1.2. Aditivos alimentares

Durante muitos anos, pesquisadores demonstram interesse em pesquisar formas de
manipular o ecossistema microbiano do rimen, com o objetivo de melhorar a eficiéncia
produtiva dos ruminantes domésticos. Atualmente, o método empregado para manipular
a fermentacdo ruminal, envolve, basicamente, a adicdo de aditivos alimentares que
podem ser enzimas, iondforos, cultura microbiana viva, probioticos, entre outros (Goes
et al., 2005).

A Instrucdo Normativa N°13, de 30 de novembro de 2004, considera aditivo
alimentar:  “substancia, microrganismo ou produto formulado, adicionado

intencionalmente aos produtos, que ndo é utilizado normalmente como ingrediente,



tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a
alimentacdo animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios
e atenda as necessidades nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano” (MAPA, 2004).

A utilizacdo de aditivos alimentares na alimentacdo de ruminates objetiva a
manipulagdo da fermentacdo ruminal para aumentar a producdo de propionato, diminuir
a formacgdo de metano, reduzir a protedlise e desaminacdo das proteinas dietéticas do
rumen (Salman et al., 2006), visando, melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos
consumidos.

Os ionodforos sdo os aditivos alimentares mais utilizados na dieta dos ruminantes.
Inicialmente, foram utilizados como coccidiostaticos na avicultura e, a partir de 1975,
passaram a ser utilizados como promotores de crescimento em bovinos (Goodrich et al.,
1984). Existem mais de 120 iondforos descritos. No Brasil, somente a monensina sodica
e a lasalocida sdo liberados para uso em ruminantes, sendo a monensina sédica a mais
estudada e utilizada.

No entanto, a utilizacdo de ionoforos como aditivos alimentares possui restri¢coes
principalmente pela Unido Européia, através do Regulamento n°1831/2003, em vigor
desde janeiro de 2006, a qual proibiu a utilizacdo de antibi6ticos e coccidiostaticos
como aditivos alimentares em bovinos. Esta postura almeja prevenir os efeitos de uma
possivel relacdo entre o aumento da incidéncia de microrganismos resistentes aos
antibidticos na medicina humana, com a utilizacdo dessas substancias na alimentacédo
animal, e a possivel ocorréncia de residuos nos produtos. Em funcdo de tal restricao,
existe uma procura por aditivos que possuam ac¢fes semelhantes aos ion6foros, mas nao

apresentem riscos a salde humana.

1.2.1. lonoforos: Monensina sodica

lon6foros sdo assim chamados por sua propriedade transportadora de ions,
apresenta a capacidade de formar complexos lipossollveis com cations e mediar seu
transporte através das membranas lipidicas. Isto é, sdo moléculas lipofilicas envolvidas
no transporte idnico nas membranas celulares. A monensina sodica é constituida por
moléculas de baixo peso molecular, que ligam ions de minerais e direcionam seus
movimentos através das membranas celulares. E um ionéforo poliéter carboxilico que
tem sido utilizado na nutricdo animal porque inibe seletivamente bactérias gram-
positivas (produtoras de acetato, butirato, lactato, H, e metano). As bactérias gram-

positivas ndo possuem sistema de transporte de elétrons acoplado a sintese de ATP,



como as gram-negativas (produtoras de propionato), e assim, a maioria ndo sobrevive a
acdo do ionoforo.

De acordo com Russel e Strobel (1989), a diferenca no modo de acdo dos
ionoforos entre 0s microrganismos se deve a diferenca entre os envoltorios celulares das
bactérias. As bactérias gram-negativas possuem uma parede celular e uma membrana
lipidica externa que contém canais de proteina (porinas), com tamanho limite de
aproximadamente 600 Daltons. As bactérias gram-positivas apresentam apenas uma
membrana porosa, ndo seletiva e, portanto, sdo mais sensiveis aos ionoforos.

A monensina foi pesquisada por melhorar quimicamente a eficiéncia alimentar
através da regulagdo da fermentacdo ruminal e de seus produtos (Rumsey, 1984).
Também pode aumentar a via metabdlica de producdo do propionato, diminuindo a
producdo de metabolitos intermediarios utilizados na producdo de metano, 0s quais
representam ineficiéncia na utilizacdo de energia. Isso melhora a taxa de crescimento
corporal de novilhas e produz uma resposta enddcrina, que influi nos mecanismos
reguladores da puberdade (Salles et al., 2001). Goodrich et al. (1984) relataram que a
monensina sédica proporciona melhoria da eficiéncia alimentar quando adicionada a
diferentes dietas, dentre os diferentes tipos bovinos e sobre condigdes ambientais

variaveis.

1.2.2. Prépolis

A proépolis € uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsdmico
coletado pelas abelhas dos ramos, flores, pélen, brotos e exsudados de &rvores,
adicionados a secre¢Oes salivares e enzimas. Suas propriedades bioldgicas sdo relatadas
por apresentarem acdo antibacteriana, antiprotozoaria, antiviral, antiflngica,
antiinflamatdria, antioxidante, entre outras propriedades biolégicas (Amoros et al.,
1992; Hayashi et al., 1999; Pinto et al., 2001; Pereira et al., 2002; Kumazawa et al.,
2004; Sawaya et al., 2004; Salomao et al., 2008;. Cottica et al., 2011).

A propolis bruta contém entre 50 a 60% de resinas e balsamos, 30 a 40% de ceras,
e 5 a 10% de oleos essenciais, 5% de grdos de pélen e 5% de outras substancias
incluindo matéria organica (Pereira et al., 2002; Lustosa et al., 2008). Os compostos
quimicos isolados da prépolis incluem &cidos e ésteres aromaticos, aldeidos, cetonas,
alcodis, esterdides, acUcares, &cidos graxos, aminoacidos, proteinas, terpenoides,

flavonoides, além de vitaminas e minerais (Menezes, 2005).



As propriedades da prépolis estdo ligadas a sua composic¢éo quimica, a qual varia
com a flora da regido, época da colheita e com a técnica empregada, bem como, com a
espécie da abelha. Ao se considerar a biodiversidade brasileira, observa-se grande
variacdo nas diferentes composicdes da propolis (Pereira et al., 2002).

Uma menor varia¢do, na composi¢do quimica da prépolis é observada nas regides
de clima temperado. A maior amplitude farmacoldgica da prépolis ocorre em regides
tropicais e reflete a diversidade vegetal dessas regides (Menezes, 2005). Nas regides de
clima temperado, a resina é coletada principalmente de arvores da espécie Populus e, a
atividade antibacteriana estad associada aos flavondides. Entretanto, nas regides
tropicais, esta espécie ndo € nativa e, por esta razdo, as abelhas utilizam diferentes
plantas para extracdo da resina (Sawaya et al., 2004).

O melhor indicador da origem botéanica é a analise da sua composi¢do quimica
comparada com a provavel fonte vegetal (Bankova, 2005). Alguns componentes estdo
presentes em todas as amostras de propolis, enquanto outros ocorrem somente em
prépolis derivadas de espécies particulares de plantas. O conhecimento sobre a fonte da
prépolis ndo é sé de interesse académico, € Util também no processo de padronizacdo da
propolis (Bankova et al., 2000; Lustosa et al., 2008).

O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial de propolis, antecedido pela China
(Lustosa et al., 2008). Na propolis brasileira, os principais derivados bioativos presentes
sdo artepillin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico), &cido p-cumarico, acido caféico,
kaempferol, entre outros (Sawaya et al., 2004). O artepillin C € um do &cido fendlico
que confere atividade antimicrobiana a prépolis (Saloméo et al., 2008), assim como 0
acido caféico. O acido p-cumarico, outro acido fendlico é ligado a acdo antioxidante.

Na experimentacdo animal, a propolis € objeto de pesquisa dentro da area
zootécnica com experimentos em diferentes espécies animais. O maior ndmero de
trabalhos tem sido relatado em ruminantes, devido aos possiveis efeitos do extrato de
propolis sobre o ambiente ruminal. Por sua atividade antibacteriana, e sua maior
eficiéncia sobre as bactérias gram-positivas (Antunes et al., 1996). No entanto, dentro
do ambiente ruminal, somente os produtos da fermenta¢do ruminal foram mensurados,
sem relatos sobre sua acdo sobre as diferentes bactérias ruminais. O mecanismo da
atividade antibacteriana da propolis ainda ndo foi elucidado, mas esta provavelmente
baseado na inibicdo da RNA-polimerase bacteriana (Bosio et al., 2000), acdo decorrente

do sinergismo entre seus componentes (Sforcin et al., 2000).



A Organizacdo Mundial da Saidde (OMS) desestimula o consumo de carne de
animais submetidos a antibidticos como aditivo alimentar e a Unido Européia proibe o
uso dos ionoforos. A propolis, por ser um produto natural, € uma alternativa como

aditivo alimentar de manipulacéo ruminal.

1.3. Producéo in vitro de embrides - PIVE

A demanda por o0citos bovinos para Producéo in vitro de embrides (PIVE) ou
ainda, para utilizacdo em clonagem por transferéncia nuclear (TN) ou transgénese (TG)
tem sido cada vez mais intensa. Embora estas técnicas ainda tenham uma maior
aplicacdo para pesquisa, também existe uma aplicacdo comercial. Segundo a Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) a América do Sul foi responsavel
por 59% (268 mil) dos embrides produzidos in vitro em 2010. O Brasil, lider global em
PIVE detém cerca de 265 mil embrides produzidos in vitro e transferidos em 2010. Em
rebanhos bovinos, a PIVE tem sido utilizada em larga escala por mais de duas décadas
(Leal e Adona, 2006; Lonergan, 2008; Stroud e Callesen, 2012).

A PIVE é composta por trés etapas: a maturacdo in vitro de odcitos (MIV), a
fecundacdo in vitro (FIV) dos odcitos maturos e o cultivo in vitro (CIV) das estruturas
embrionarias (Palma, 2008). No entanto, apesar dos muitos estudos e grandes avangos
nessas areas, a obtencdo de odcitos competentes para o desenvolvimento embrionario
tem se mantido nos ultimos anos relativamente estdvel na faixa dos 30-40% de
blastocistos ap6s a PIVE (Leal e Adona, 2006).

A MIV é uma importante tecnologia reprodutiva porque pode gerar odcitos
maturos que sao capazes de sustentar o desenvolvimento embrionério inicial e todo o
desenvolvimento a termo. Um desafio fundamental é o de compreender o que constitui
a qualidade do odcito e os mecanismos que o regem (Gilchrist, 2008). Mesmo ap6s
rigorosa selecdo de odcitos viaveis a maturacao, a taxa de producao de embrides viaveis
€ menor em o0citos maturados in vitro do que naqueles produzidos in vivo. Existem
evidéncias sobre a influéncia significativa da origem folicular no potencial de
desenvolvimento do odcito, uma vez que, quando o odcito é removido do foliculo sua
capacidade de desenvolvimento é limitada. As condicBes de cultivo durante a PIVE
podem ter impacto sobre o potencial de desenvolvimento inicial do embrido, e a
qualidade intrinseca do odcito € o principal fator que determina a proporcao de oocitos
que se desenvolverdo até o estagio de blastocisto (Lonergan, 2008).



1.3.1. Qualidade dos odcitos

Sabe-se que a remogdo do oocito do ambiente folicular, pratica realizada para
obtencdo de odlcitos para maturacdo in vitro (MIV), resulta na retomada na meiose
espontanea dos mesmos. Os odcitos utilizados na PIV sdo, em geral, aspirados do
interior de foliculos com diametro entre 2 e 8 mm, antes da divergéncia folicular. Os
odcitos presentes em foliculos menores que 2 mm de didmetro geralmente ndo sdo
competentes para reiniciar a meiose, ao passo que uma elevada porcentagem dos odcitos
presentes em foliculos maiores que 8 mm ja estd em processo de atresia (Sirard e
Blondin, 1996; Leal e Adona, 2006; Gongalves et al., 2008).

Os odcitos tem seu potencial de maturagdo, fecundagdo e capacidade de
desenvolvimento embrionario estimado em parte pela aparéncia do complexo cumulus-
odcito (CCO). Morfologicamente, o6citos com maior potencial de viabilidade devem
apresentar ooplasma homogéneo com granulagdes finas, coloragdo marrom e estar
completamente envolto por vérias camadas de células do cumulus dispostas de forma

compacta (Figura 1); (Gongcalves et al., 2008).

> Cumulus compacto
« Capas multiples (>5)
@ Homogéneo
@ Translucido
> (orona radiata

s> Citoplasma

= @ Granulacion
J Fina
~ Densa
) Uniforme

Figura 1 — Constituicdo do complexo cumulus-odcito viavel, de qualidade 1 (Palma, 2008).

O método mais pratico para diferenciar os 00citos viaveis € a determinacdo da
constituicdo e morfologia das células do cumulus. Em condigdes fisioldgicas o cumulus
desaparece na tuba uterina em periodos de 3 a 6 horas ou em até 10 horas depois da
ovulacdo na maioria das espécies (Palma, 2008). Em condig¢des de cultivo in vitro, o
cumulus do od6cito imaturo € composto por células da corona radiata, que sdo as
camadas de celulas mais proximas da zona pellcida do odcito e comunica-se com este

através de pontes celulares. E necessario manter uma 6tima comunicagdo entre o odcito
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e as células do cumulus para promover o desenvolvimento e capacitagdo do o0cito
durante a MIV. A presenca do cumulus também se caracteriza por melhorar a
fecundacdo na maioria das espécies mamiferas (Viana e Bols, 2005).

As categorias de classificacdo variam segundo os autores, o que diferencia séo o
namero de categorias de cada classificacdo. A mais utilizada na area de pesquisa é a
classificagdo proposta por Leibfried e First (1979), composta por quatro categorias, ou

seja, quatro qualidades (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacdo de o6citos com escala de 1 a 4

Classificacdo Caracteristicas

Qualidade 1 Cumulus compacto presente, contendo mais de
trés camadas de células. Ooplasma com granulagfes
finas e homogeéneas, preenchendo o interior da zona
peldcida e de coloragdo marrom.

Qualidade 2 Cumulus compacto parcialmente presente em
volta do oécito ou rodeando-o por completo , com
menos de trés camadas celulares. Ooplasma com
granulagbes distribuidas de modo heterogéneo,
podendo estar mais concentrada no centro e mais
claras na periferia, ou condensadas em um sé local
aparentando uma mancha escura. O ooplasma
preenche o espago do interior da zona pelucida.

Qualidade 3 Cumulus presente mais expandido. Ooplasma
contraido, degenerado, vacuolado, ou fragmentado,
com espaco entre a membrana celular e a zona
pelicida, preenchendo irregularmente o espaco
perivitelino.

Qualidade 4 Odcito desnudo sem cumulus.

Fonte: Leibfried e First, 1979.

Ward et al. (2000) realizaram experimento procurando avaliar o efeito da
morfologia do odcito sobre o potencial de desenvolvimento de blastocistos. Os odcitos
recuperados foram classificados em quatro qualidades, classificacdo proposta por
Leibfried e First (1979). Apenas o6citos qualidade 1 e 2 produziram blastocisto, com a
producdo de odcitos qualidade 1 significativamente maior que 0s odcitos qualidade 2
(21, 7% vs. 10,3%, respectivamente).

Merton et al. (2003) ao classificarem os CCOs levaram em consideracdo apenas as
células do cumulus, sendo de qualidade 1 os odcitos completamente envoltos em por
células do cumulus de forma compacta, e qualidade 3 0s o0citos completamente
desnudos, todas as formas restantes de morfologia do cumulus entre 1 e 3 definida como
qualidade 2, e CCOs com cumulus expandido e/ou degenerados recebia classificacdo de

qualidade 4. Concluiram que a qualidade dos CCOs obtidos por aspiragdo folicular
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afetou as taxas de PIVE e que CCO de qualidade 1 resulta em taxa de blastocisto de
29,6%, independente do nimero de odcitos recuperados e processo adotado para PIVE.

A eficiéncia da tecnologia PIVE é fundamentalmente limitada pela qualidade do
odcito ou pela competéncia de desenvolvimento intrinseca do mesmo. Apesar da
limitacdo intrinseca de se maturar odcitos in vitro, se trata de uma tecnologia de
reproducdo artificial muito valiosa que lida com uma populacdo variada de o00citos
coletados de foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento, dominancia e atresia
(Gilchrist, 2008). Somente odcitos competentes possuem capacidade de sofrer a
maturacdo completa. A maturagdo do odcito culmina com a aquisicao da capacidade de
ser fecundado e desenvolver-se em um embrido (Dode, 2006).
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Il — Efeito da adi¢do da mistura de prépolis na dieta de novilhas nelore na

qualidade de odcitos e producao in vitro de embrides

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de prépolis a dieta sobre a qualidade dos
odcitos e a producdo in vitro de embrides de novilhas, da raga Nelore. Utilizou-se 36
novilhas, com 24 meses de idade, distribuidas em um delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés tratamentos. Os tratamentos consistiram de uma dieta
controle negativo sem adicdo; um grupo com adi¢do de propolis e um grupo controle
positivo com o aditivo alimentar monensina sédica (Rumensin® 200, Elanco). N&o
houve efeito da adicdo de prépolis ou monensina sddica sobre a probabilidade de
ocorréncia de odcitos viaveis, a producdo de embrides (D7) e a eclosdo dos embrides
(D9). Entretanto, observou-se maior nimero de od6citos totais dos grupos propolis e
controle (9,4 £ 1,7 e 8,5 £1,7 respectivamente) em relacdo ao grupo monensina sodica
(6,0 £ 1,8). Porém os resultados ndo diferiram quanto a probabilidade do nimero de
odcitos viaveis dentro do total de odcitos recuperados entre os grupos controle (0,48),
prépolis (0,54) e monensina sodica (0,60). A adicdo de propolis na dieta das novilhas

ndo melhorou a qualidade dos o6citos e producdo embrides in vitro.

Palavras-Chave: eficiéncia reprodutiva, nutricdo, OPU-PIV, complexo cumulus-

odcito
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11- Effect of addition of propolis in the diet of nellore heifers on the quality of

oocytes and embryos in vitro production

Abstract

This study carried out with the objective of evaluating the effect of propolis added to
nellore heifers diet on oocytes quality and embryos in vitro production. Thirty-six
heifers were used, at 24 months of age, distributed in a completely randomized design
with three treatments. The treatments consisted of a negative control diet with no
addition; a group with addiction of propolis and a positive control group with the food
additive monensin (Rumensin® 200, Elanco). There was no effect of addition of
propolis or monensin on probability occurence of viable oocytes, embryos in vitro
production (D7) and embryos hatched (D9). However, there was a higher number of
total oocytes retrieved on propolis and control groups (9.4 + 1.7 e 85 1.7,
respectively) compared to the monensin group (6.0 = 1.8). But the results did not differ
regarding the probability of the number of viable oocytes within the total of oocytes
recovered between the control (0.48), propolis (0.54) and monensin (0.60) groups. The
addition of propolis in the diet of heifers did not improve the oocytes quality and

embryos in vitro production.

Key Words: reproductive efficiency, nutrition, OPU-IVP, cumulus-oocyte complex
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INTRODUCAO

O estudo da propolis na alimentacdo de animais ruminantes esta baseado nas suas
varias propriedades bioldgicas: antibacteriana, antifngica, antiprotozoaria,
antioxidante, antiinflamatoria, imunomoduladora, hepatoprotetora, entre outras
(Banskota et al., 2000). Por se tratar de um produto natural, torna-se uma alternativa a
manipulacdo do ecossistema ruminal frente ao atual cenario de restricdes a utilizacao de
aditivos na alimentacdo animal. A atividade bioldgica da propolis esta associada
principalmente a compostos fendlicos, como os flavondides, e derivados do acido
hidroxicindmico. Estudos comprovaram a atividade antibacteriana da prépolis contra
bactérias gram-positivas e atividade limitada contra gram-negativas. Entretanto,
pesquisas que relatam sua acdo sobre as bactérias ruminais ainda séo escassas (Antunes
et al., 1996; Marcucci et al., 2001; Lu et al., 2005; Rezende et al., 2006).

O iondforo monensina sddica tem sido utilizado na alimentacéo de bovinos de corte
por mais de 25 anos, por melhorar a eficiéncia alimentar, por meio da regulacdo da
fermentacdo ruminal e seus produtos (Goodrich et al., 1984). A monensina sodica
possui acdo contra as bactérias gram-positivas, pois estas ndo possuem o sistema de
transporte de ions através da membrana celular, como as gram-negativas (produtoras de
propionato); (Rumsey, 1984). Assim, a monensina aumenta a via metabdlica de
producdo de propionato, e promove um aumento na concentracdo plasmatica de glicose
(Artunduaga et al, 2008).

O propionato, apds absorvido pela parede ruminal, é conduzido ao figado e
metabolizado até glicose atraves da gliconeogénese (O’Callaghan et al., 2000), o que
eleva o nivel de glicose circulante (Leury et al., 1990) e, por sua vez, o nivel de insulina
sanguinea (Gutiérrez et al., 1997). A insulina € um hormonio essencialmente envolvido
na regulagéo da concentracdo de glicose na circulagdo, promove o transporte de glicose
para o interior das células e a glicose € utilizada como principal fonte energética pelo
ovario (Souza et al.,, 2009). No ambiente ovariano, a insulina é um importante
modulador do desenvolvimento folicular, da esteroidogénese, da maturacéo oocitéria e
do subseqiiente desenvolvimento embrionério (Yaseen et al., 2001). A glicose também
participa da maturacdo odcitaria por ser indispensavel para a sintese de DNA (Alves et
al., 2009).

Segundo Webb e Armstrog (1998), o horménio de crescimento (GH), o fator de

crescimento semelhante a insulina — I (IGF-I) e a insulina regulam a foliculogénese, o
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gue aumenta o pool de foliculos responsivos ou dependentes de gonadotrofinas
hipofisarias ou, de alguma forma, atua diminuindo o mecanismo de atresia folicular, ao
que reflete em um maior numero de foliculos disponiveis para aspiracao folicular.

A demanda por odcitos bovinos para producdo in vitro (PIV) de embrides tem sido
cada vez mais intensa (Lonergan, 2008), e a qualidade do odcito recuperado um fator
limitante para a eficiéncia da técnica (Gilchrist, 2008). Segundo a Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), o nimero total de embrides
transferidos oriundos da PIV no mundo em 2010 foi de 339 mil. O Brasil é o lider
global no setor, e, em 2010, foram transferidos 265 mil embries PIV no pais (Stroud &
Callesen, 2012).

Desta forma, a manipulacdo do ecossistema ruminal visa aumentar a eficiéncia da
utilizacdo das dietas consumidas pelos ruminantes, podendo resultar em uma melhor
eficiéncia reprodutiva. Objetivou-se, avaliar os efeitos da adi¢do de propolis na dieta
sobre a qualidade de odcitos e a producdo in vitro de embrides em novilhas da raga

Nelore.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Escola do Centro Universitario de Maringa
no periodo de dezembro de 2010 a marco de 2011. A producdo dos embribes foi
realizada no Laboratério de Producdo in vitro de Embrides Bovinos do Centro
Universitario de Maringa, também localizado na Fazenda Escola do Centro
Universitario de Maringa.

Utilizou-se 36 novilhas ciclicas, da raca nelore, com 24 meses de idade e peso médio
inicial de 305,6 + 11,7 kg. Todos os animais foram identificados por meio de ferro
cadente e também por brincos com cores diferentes por tratamento. Para formacéo dos
lotes, as novilhas foram distribuidas ao acaso nos diferentes tratamentos.

A area experimental constituiu-se por trés piquetes de Tifton 85 Cynodon Dactylon
(L.) Pers, com érea total de 8,7 hectares (2,9 ha/piquete). Os piquetes foram providos de
bebedouro e comedouro de plastico (0,5m/animal) para fornecimentos dos tratamentos.

Previamente ao inicio do experimento, as novilhas foram alocadas por 28 dias nos
piquetes para adaptacdo a pastagem e aos tratamentos: controle negativo — sem aditivos

(CON); prépolis (PRO) e controle positivo — monensina sédica (MON).
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O método de pastejo adotado foi de lotagcdo continua com carga variavel. Foram
utilizados 12 animais “testers”, por piquete, mais os reguladores. Os tratamentos
permaneceram fixos nos piquetes em todo o experimento. Os animais reguladores foram
utilizados para ajustar a carga animal e garantir a oferta de forragem homogénea entre
0s tratamentos.

A concentracdo do produto a base de propolis foi entre 5 e 30 g de propolis e diluicdo
alcoolica entre 60 a 93.8% (v/v) e foi preparado de acordo com a metodologia
desenvolvida por Franco e Bueno (1999) e constituido em um extrato seco de propolis,
registrado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial sob n° 0605768-3.
Subsequentemente, o contetdo alcodlico foi evaporado com auxilio de uma
rotaevaporador e o extrato foi seco em um spray dryer. A quantificacdo de flavonoides
foi obtida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e 33,24 mg/animal/dia de
flavondides totais em apigenina foi fornecido.

A quantidade de monensina sdica fornecida foi de 100 mg/animal/dia (Rumensin®
200, Elanco). Os tratamentos e o suplemento mineral foram veiculados juntamente com

milho moido, sendo esta mistura (250 g/animal) fornecida diariamente as 17 h (Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢do dos tratamentos experimentais (g/Kg)
Table 1 - Composition of experimental treatments (g/Kg)

Ingredientes (g/Kg) CON?® PRO* MON?®
Milho moido 800,0 780,0 780,0
Minerais® 200,0 200,0 200,0
Propolis - 20,0 -
Monensina sédica - - 20,0

1 Suplemento mineral (P40, Fortmix): Ca: 110 g.kg™, P: 40 g.kg™?, Na: 140 g.kg?, S: 8 g.kg™?, Mg: 750
mg.kg™, Co: 45 mg.kg™?, I: 45 mg.kg™, Co: 825 mg.kg™?, Se: 13 mg.kg?, Zn: 2200 mg.kg™?, F: 400mg.kg™.
2 Rumensin® 200 (Eli Lilly do Brasil - Elanco).

%CON: tratamento controle.

*PRO: prépolis.

*MON: monensina sédica.

Ao final do experimento, os ovarios das doadoras foram aspirados para obtencdo dos
odcitos, pelo método de puncéo folicular com agulha acoplada a uma bomba de vacuo
guiada por ultrassonografia transvaginal.

Para coleta do conteudo folicular, foi utilizado tubo cénico de polipropileno de 50
mL contendo 2 mL de solucdo de pungéo (1% de soro fetal bovino — SFB, 5 Ul/mL de
heparina sddica e 99% de solugéo salina fosfatada tamponada — PBS) a temperatura de
36 °C. O tubo foi acoplado a uma bomba de vacuo (WTA® 3D-003, Brasil), programada

a uma pressdo de 85 a 100 mmHg e ao sistema de puncdo. O sistema é composto por
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uma guia transvaginal acoplada a um mandril com agulha para a puncéo folicular, foi
utilizada agulha 20 G, e por um transdutor microconvexo de 5 Mhz ligado ao aparelho
de ultrassom (Aloka® SSD-500, Japdo).

Os odcitos recuperados foram quantificados e classificados quanto a sua viabilidade.
A classificacdo foi de acordo com a morfologia do complexo cumulus-oécito (CCO) em
quatro qualidades, classificacdo proposta por Leibfried e First (1979). Qualidade 1 —
multicamadas compactas de células do cumulus circundando o o6cito (contendo mais de
trés camadas de células), ooplasma homogéneo e com granulacdes finas de coloracéo
marron; qualidade 2 — celulas do cumulus compactas, parcialmente presente ou
rodeando o odcito por completo com menos de trés camadas de células, ooplasma com
granulac6es de distribuicdo heterogénea pode apresentar coloracdo escura; qualidade 3 —
células do cumulus presente e expandidas e ooplasma contraido, degenerado, vacuolado
ou fragmentado e qualidade 4 — odcitos desnudos. Apenas odcitos de qualidade 1 e 2
foram classificados como viaveis a maturagdo in vitro.

A producdo in vitro seguiu a sequéncia de maturacao dos odcitos, fecundacdo dos
odcitos maturos e cultivo das estruturas embrionarias. Cada etapa possui meio e tempo
de cultivo especificos. Para isto foram utilizadas placas de petri, contendo gotas de 70
WL de meio de cultivo e cada uma foi imersa em 6leo mineral, 0 meio variou de acordo
com cada etapa. Em todo o processo, as respectivas placas foram mantidas em
incubadoras a 38,8 °C, 5% de CO, e umidade saturada.

A maturacdo foi realizada em meio TCM199 com sais de Earles, glutamina e
bicarbonato de sddio, suplementado com 10% SFB, 22 pug/mL de piruvato, 50 pg/mL de
gentamicina, 0,5 pg/mL de hormoénio foliculo estimulante (FSH), 50 upg/mL de
horménio luteinizante (LH), 1 pg/mL de estradiol. O tempo da maturacdo in vitro foi de
24 h.

A fecundacéo foi realizada em meio Fert-TALP suplementado com 10 pg/mL de
heparina, 22 pg/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, albumina sérica bovina
(BSA) livre de acidos graxos, solucdo de PHE (2 uM de penicilina, 1 uM de hipotaurina
0,25 UM de epinefrina). Foi utilizado sémen congelado, de um touro da raca nelore. O
sémen foi descongelado a 36 °C por 30 segundos. O método de selecdo e capacitacdo
espermatica empregado foi o de Gradiente Percoll®, e a diluicdo feita para obter a
concentracdo de 1X10° espermatozéides/mL. O tempo de fecundacdo in vitro foi de 22
az24h.
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Ap6s a fecundacdo, as estruturas embrionarias foram cultivadas em meio SOF
(Synthetic oviduct fluid) suplementado com 10% de SFB. Foi avaliada a producéo de
embrides (blastocistos) no sétimo dia apds a fecundacdo, classificacdo segundo o
Manual da Sociedade Brasileira de Transferéncia de Embrides (Stringfellow e Seidel,
1998). No nono dia pés-fecundacéo, foi avaliada a taxa de eclosdo dos embrides.

As varidveis avaliadas foram nimero de o0citos totais recuperados pela puncdo
folicular, dentro deste total o numero de odcitos viaveis (qualidade 1 e 2), a producéo de
embrides ao sétimo dia e 0 nimero de embrides eclodidos ao nono dia, pés-fecundacéo.

A andlise estatistica dos resultados experimentais foi realizada utilizando o PROC
GENMOD do Sistema Computacional SAS (verséo 9.0). Foi utilizada a metodologia de
Modelos Lineares Generalizados, implementado a Anélise de Deviance para a variavel
nimero de odcitos aspirados. Considerou-se a Distribui¢cdo de Poisson com funcdo de
ligacdo logaritmica, estimaram-se as diferengas nas probabilidades de ocorréncia de
odcitos viaveis, embrides produzidos e embrides eclodidos em fungdo dos tratamentos,

considerando a Distribuicdo Binominal com funcédo de ligacéo logit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito da adicdo de propolis e de monensina sddica sobre o aumento da
probabilidade de ocorréncia de odcitos viaveis, dentro do total de odcitos recuperados
(Tabela 2), Sabe-se que 0s odcitos tém seu potencial de maturacdo, fecundagdo e
capacidade de desenvolvimento embrionario estimado pela aparéncia do complexo
cumulus-odcito (CCO) e que odcitos de melhor qualidade apresentam maior

probabilidade de produzirem embrides in vitro (Leal & Adona, 2006).

Tabela 2 — Médias e erros padrédo de nimeros de o6citos totais e as probabilidades de ocorréncia de odcitos viaveis,
embribes produzidos e de embrides eclodidos

Table 2 — Averages and standard error of the total oocytes recovered and likelihood of occurrence of viable oocytes, embryos
production and embryos hatched

Tratamentos Odc. Totais O6c. Viaveis EmbriGes Eclosdo
Controle negativo 85+1,7a 0,48 0,72 0,94
Prépolis 94+17a 0,54 0,62 0,97
Monensina 60+18Db 0,60 0,70 0,96

a>b Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si na coluna

Merton et al. (2003), ao classificarem os CCOs levaram em consideracdo apenas as

células do cumulus, e observaram que a qualidade dos CCOs obtidos por aspiragdo
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folicular afetaram as taxas de embrides produzidos in vitro. Adicionalmente, os CCO de
qualidade 1 resultaram em maior taxa de blastocisto (29,6%) , independente do nimero
de odcitos recuperados.

No estudo de Ward et al. (2000), que avaliaram o efeito da morfologia do odcito
sobre o potencial de desenvolvimento de blastocistos, 0s o0citos recuperados também
foram classificados nas quatro qualidades propostas por Leibfried e First (1979), e
somente 0s odcitos qualidade 1 e 2 produziram blastocisto, com a producdo de odcitos
qualidade 1 significativamente maior que os odcitos qualidade 2 (21,7 vs. 10,3%,
respectivamente).

Quanto ao numero de odcitos recuperados, houve um maior nimero de odcitos totais
do grupo propolis e do grupo controle (9,4 + 1,7 e 8,5 £1,7 respectivamente) em relacédo
ao grupo monensina (6,0 = 1,8) (Tabela 2). Porém, isso ndo refletiu na qualidade dos
odcitos recuperados e sua capacidade de produzir embrides in vitro.

A probabilidade de producéo in vitro de embrides e de eclosdo dos embrides no nono
dia pds-fecundacgdo nao sofreu interferéncia dos tratamentos utilizados (Tabela 2). Porém o
grupo propolis apresenta um maior valor numérico de probabilidade de eclosao.

As populagdes in vivo de foliculos ovarianos dos ruminantes sdo muito sensiveis a
manipulagdo nutricional e esta ferramenta possivelmente afeta a foliculogénese e o
numero de foliculos aptos a aspiracdo. Tendo em vista que as concentracdes plasmaticas
de glicose, insulina e IGF-1 sdo positivamente correlacionadas com os nutrientes da
dieta, e sdo importantes mediadores, que modulam o efeito da nutricdo sobre a funcéo
ovariana.

Isto ao se considerar que 0 aumento nas concentracdes plasmaticas de insulina em
novilhas com elevada ingestdo de nutrientes foi associado a um maior numero de
foliculos pequenos nos primeiros trés dias do ciclo estral e também ao aumento nas
concentracdes plasmaticas de IGF-1 (Gutierrez et al. (2010).

Kendrick et al. (1999) avaliaram o efeito do balango energético e do intervalo p6s-
parto na qualidade dos o6citos em vacas lactentes e observaram que vacas alimentadas
com dieta altamente energética apresentavam foliculos menores, quando comparadas as
vacas que foram alimentadas com dieta de baixa concentracdo energetica. No entanto,
as vacas alimentadas com dieta com alta concentracao energética produziam odcitos de
melhor qualidade e a anéalise do liquido folicular revelou menores niveis de IGF-I na

dieta com baixa concentragao de energia.
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CONCLUSOES

A adicdo de propolis na alimentacdo de novilhas ndo influenciou a qualidade dos
odcitos e a producdo in vitro de embrides. N&o foi observado efeito sobre a qualidade
dos odcitos (refletido no nimero de odcitos vidveis), producdo de embrides
(blastocistos) e os embrides eclodidos no nono dia pds-fecundacéo in vitro. Entretanto,
0 uso de monensina sodica obteve o menor numero de o0citos recuperados por puncéo,

quando comparado ao grupo propolis e o grupo controle.
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