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BSA albumina sérica bovina

cAMP adenosinmonofosfato ciclico

CSCCE enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol
DMPBS Dulbecco modificado de tampao salina-fosfato
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RESUMO

SALES, José Nélio de Sousa. Resposta superovulatéria e qualidade de
embrioes de novilhas e vacas holandesas suplementadas com duas doses
de B-caroteno associado ao tocoferol. 2005. 69p. Dissertacdo (Mestrado
em Zootecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG'

Avaliou-se o efeito da injecdo intramuscular (IM) de B-caroteno e vitamina E na
producdo e qualidade de embrides coletados vacas (n=86) e novilhas (n=91) que
foram sincronizadas (Crestar®) e superovuladas com 8 aplicacdes decrescentes
de FSH/LHp em intervalos de 12 horas. Os animais foram inseminados 12 e 24
horas apds a observacdo do cio e a coleta realizada sete dias apds a primeira
inseminacdo. Os animais foram alocados aleatoriamente para um dos trés
tratamentos: 1) controle, 2) 800mg de B-caroteno e 500mg vitamina E e 3)
1.200mg de B-caroteno e 750mg de vitamina E. As inje¢des de suplementagio
foram aplicadas no dia do implante e no inicio do protocolo superovulatério. A
qualidade embriondria foi estimada por um indice ou IQE (Excelentes*1 +
Bons*2 + Regulares*3 + Pobres*4 + Degenerados*5 + NF*5)/total de embrides
colhidos. Houve efeito de interacdo tipo de animal (novilha e vaca) vs
tratamento para o IQE (P=0,01) e para a propor¢do de embrides vidveis
(P=0,03), em que a qualidade embriondria foi melhorada em vacas
suplementadas com T1200, mas ndo em novilhas. Os IQE para novilhas e vacas
em controle, T800 e T1200 foram 2,64+0,29 e 3,59+0,29; 2,52+0,31 e
3,63+0,36; 2,91+0,28 e 2,69+0,31, respectivamente. A propor¢cdo de embrides
vidveis para novilhas e vacas nos tratamentos controle, T800 e T1200 foram
7017 e 4549; 7448 e 45+11; 61+7,3 e 7019, respectivamente. Houve efeito de
interacdo tratamento*tipo para o total de embrides vidveis (P=0,01). A
suplementa¢do com [-caroteno e tocoferol aumentou o nimero de embrides
vidveis em vacas (3,50+1,12; 5,41+1,38 e 7,50+1,19 para controle, T800 e
T1200, respectivamente) mas diminuiu em novilhas (7,52+1,16; 5,60+1,23 e
3,94+1,12 para Controle, T800 e T1200, respectivamente). A aplicagdo de -
caroteno associado ao tocoferol melhora a qualidade de embrides de vacas
holandesas superovuladas.

'Comité orientador: José Camisdo de Souza - UFLA (Orientador), Ana Tereza
Mendonga Viveiros - UFLA, Hamilton Carmélio Machado da Silva - UFMG e Marcos
Neves Pereira - UFLA.
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ABSTRACT

SALES, José Nélio de Sousa. Superovulatory response and embryo quality
of Holstein heifers and cows supplemented with two doses of B-carotene
associate with tocopherol. 2005. 69p. Dissertation (Master in Animal
Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG!

To investigate the effect of betacarotene and vitamin E on bovine embryo
production and quality cows (n=86) and heifers (n=91) were synchronized
(Crestar®) and superovulated with 8 decreasing injections of FSH/LHp at 12h
intervals. Embryos were flushed seven days after the first Al on induce heat.
Animals were allocated randomly to one of three treatments: 1) control, 2)
800mg of B-carotene and 500mg of vitamin E (T800) and 3) 1,200mg of f-
carotene and 750mg of vitamin E (T1200). Supplemental injections were given
at implantion and first FSH injection. Embryo quality was measured by an index
or IQE (Excelent*1 + Good*2 + Regular*3 + Poor*4 + Degenerate*5 + NF*5) /
total embryo number. There was an interactive effect between animal type (cow
or heifer) and treatment for IQE (P=0.01) and for proportion of viable embryos
(P=0,03), where embryo quality was improved in cows supplemented with
T1200 but not in heifers. IQE for heifers and cows in control, T800 and T1200
were, 2.64+0.29 and 3.59+0.29; 2.524+0.31 and 3.63+0.36; 2.91+0.28 and
2.69+0.31 respectively. The proportion of viable embryos for heifers and cows
in control, T800 and T1200 were, 70+7 and 45+9; 74+8 and 45+11; 61+7.3 and
7049, respectively. There was an interactive effect between animal type and
treatment for total viable embryos (P=0.01). Supplementation with B-carotene
and tocopherol increased the number of viable embryo in cows (3.50+1.12;
5.41+1.38 and 7.50£1.19 for control, T800 and T1200, respectively), but
decreased in heifers (7.52+1.16; 5.60+1.23 and 3.94+1.12 for control, T800 and
T1200, respectively). B-carotene and tocopherol supplementation is an
alternative to improve embryo quality in superovulated Holstein cows.

! Guidance Committee: José Camisdo de Souza - UFLA (Major Professor), Ana Tereza
Mendonga Viveiros - UFLA, Hamilton Carmélio Machado da Silva - UFMG and
Marcos Neves Pereira - UFLA.
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1 INTRODUCAO

A transferéncia de embrides vem evoluindo desde sua origem, na década
de 1970, quando a coleta era realizada por método cirtrgico e a criopreservacao
de embrides pouco eficiente, o que obrigava a realizacdo de transferéncia de
embrides a fresco. Atualmente, mais de 100.000 coletas sdo realizadas por ano
no mundo, sendo feitas por método ndo cirdrgico e mais da metade dos embrides
colhidos s@o congelados.

Existem vérios fatores que influenciam o sucesso da transferéncia de
embrides. Os principais sao a superovulagdo, a qualidade do embrido coletado e
o estado geral da receptora. Em resposta a superovulacdo existe grande
variabilidade individual que limita sua utilizacdo. Vdrios estudos da
foliculogénese, principalmente com o uso do ultra-som, vém sendo realizados
para diminuir a variabilidade da resposta a superovulacdo entre as doadoras.
Dentre esses estudos, tem-se a formulacdo de protocolos para sincronizar o
inicio da onda folicular das doadoras com o momento de iniciar aplicagdo do
FSH para promover a superovulagio.

A qualidade embriondria € muito importante em programas de
transferéncia de embrides, pois reflete diretamente na taxa de gestagdo apds a
inovulacdo. Existem vérios fatores que atuam na qualidade do embrido coletado.
Um deles seria o nutricional que ainda é pouco estudado tanto em doadoras
quanto em receptoras.

Dentre os fatores nutricionais que atuam na qualidade embriondéria, tém-
se os antioxidantes, em especial o B-caroteno associado ao tocoferol (vitamina
E). A utilizagdo de B-caroteno e tocoferol melhora a eficiéncia reprodutiva em

vérias espécies animais. No entanto, os efeitos desses antioxidantes ainda ndo

foram relacionados com a qualidade dos embrides em programas de



transferéncia. Outro fator que pode atuar na qualidade embriondria é a
concentracdo de progesterona, por aumentar a producdo de fatores uterinos
responsdveis pela nutricdo do embrido no periodo inicial de seu
desenvolvimento.

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da injecdo
intramuscular (IM) de [-caroteno associado ao tocoferol na produgdo e

qualidade de embrides coletados de doadoras da raca holandesa.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transferéncia de embrioes

A transferéncia de embrides € uma biotécnica que permite recolher
embrides de uma fémea doadora e transferi-los para fémeas receptoras, com a
finalidade de completarem o periodo de gestacdo. Sua importancia bdsica para a
producdo animal estd na possibilidade da fémea produzir nimero de
descendentes muito superior ao que seria possivel obter fisiologicamente durante

sua vida reprodutiva (Reichenbach et al., 2002).

2.1.1 Seleciao de doadoras e receptoras

Na maioria dos programas de transferéncia de embrides existem dois
critérios amplos para a selecio de doadoras: 1) superioridade genética, que
resulta no melhoramento das vdrias caracteristicas produtivas como, por
exemplo, producdo e composicdo de leite, taxa de crescimento, facilidade de
parto e resisténcia a doencas e 2) probabilidade de produzir grande nimero de
embrides vidveis (Seidel Junior & Seidel, 1991).

Apés essa prévia selecdo, realiza-se a avaliagdo do estado geral e
reprodutivo para determinar as possiveis alteracdes que comprometam a resposta
do animal ao processo de coleta de embrides. Para doadora no puerpério deve-se
observar um periodo minimo de 60 dias apds o parto para iniciar o programa de
transferéncia. Elas precisam estar ciclando normalmente e devem apresentar
histérico de pés-parto normal, sem distirbios enddcrinos e de infecgdes
inespecificas do trato genital (Seidel Junior & Seidel, 1991; Reichenbach et al.,
2002).



As receptoras constituem parte fundamental no programa de
transferéncia de embrides porque precisam conceber e levar a gestacdo a termo.
A aquisicdo desses animais é de custo elevado e a manutencdo é dispendiosa.
Novilhas, primiparas e pluriparas que apresentem ciclo estral regular, que
tenham parido hd mais de 60 dias, em que o puerpério tenha decorrido
normalmente e que estejam livres de doencas ou anomalias do trato reprodutivo,
podem ser selecionadas como receptoras de embrides (Seidel Junior & Seidel,
1991).

As receptoras devem ter porte compativel com a raga do embrido a ser
transferido, para garantir gestacdo normal e parto livre de auxilio obstétrico, bem
como ser capaz de produzir leite suficiente para amamentar e permitir que a cria
se desenvolva normalmente. A seleg¢do final da receptora de embrides somente
deve ocorrer no dia da transferéncia, em fungdo dos sinais de estro evidenciados

ap6s a sincronizagdo e da avaliacdo do corpo liteo (Reichenbach et al., 2002).

2.1.2 Sincronizacao do ciclo estral de doadoras

Em programas de transferéncia de embrides, a sincroniza¢io de doadoras
¢ indicada quando se pretende concentrar as coletas em um tunico dia. Esta
prética permite a racionalizacio dos procedimentos e melhor aproveitamento das
receptoras disponiveis (Reichenbach et al., 2002). A sincronizacdo do ciclo
estral pode ser obtida por meio de uma ou duas injecdes IM de prostaglandina.
No caso de duas aplica¢des, elas devem ser feitas em intervalos de 11-14 dias,
nos animais que apresentarem ciclo estral regular (Burfening et al., 1978). O
ciclo estral de um grupo de doadoras pode também ser sincronizado por
tratamento com progestigenos impregnados em dispositivos intravaginais
(Macmillan & Peterson, 1993; Mapletoft et al., 2003) ou implantes auriculares
(Tregaskes, et al., 1994).



2.1.3 Superovulaciao

Logo apds o nascimento, os ovdrios de fémeas bovinas contém milhares
de foliculos, entretanto, a minoria desenvolve, matura e ovula durante a vida
reprodutiva. No inicio da onda folicular, um grupo de foliculos é recrutado para
iniciar o desenvolvimento por mecanismo ainda desconhecido, permanecendo o
restante em aquiescéncia (Hafez & Hafez, 2000).

No grupo de foliculos que iniciam a emergéncia da onda, um deles é
selecionado, torna-se dominante e continua seu desenvolvimento a frente dos
demais. Este foliculo comega a produzir grande quantidade de estradiol 17§,
inibina e outros fatores hormonais (Bodensteiner et al., 1996; Ginther et al.,
1996) que induzem o restante dos foliculos, chamados foliculos subordinados, a
regressdo e a atresia (Sunderland et al., 1994).

Aproximadamente 20 a 30 foliculos emergem durante cada onda
folicular em racas taurinas e cerca de 45 pequenos foliculos (<5mm) em
novilhas de racas zebuinas. A maioria deles tem potencial para alcancar o
estddio pré-ovulatério com estimulacdo do crescimento e ovulagdo por
administracdo de gonadotrofinas (Monniaux et al., 1983; Adams, 1994; Buratini
Janior et al., 2000; Barros & Nogueira, 2001).

O aproveitamento mais racional dos foliculos que se tornariam atrésicos
pode ser obtido por meio da superovulacdo. A superovulacdo pode ser definida
como o método hormonal de estimular diversos foliculos tercidrios a se
desenvolverem até o estddio pré-ovulatério, com subseqiiente ovulacdo e
formacao do corpo liteo. O tratamento superovulatério tem como objetivo suprir
a deficiéncia da concentracdo de FSH antes que o foliculo dominante promova a
reducdo da concentracdo enddgena dessa gonadotrofina (Reichenbach et al.,

2002).



Existem alguns tratamentos hormonais para induzir a superovulagdo. Um
deles seria a gonadotrofina sérica de égua prenhe (PMSG ou eCG), administrada
uma unica vez no inicio do periodo superovulatério, associada (Alfuraiji et al.,
1993) ou nado a anti-PMSG (Boland et al., 1978). O outro seria o FSH puro ou
associado ao LH. O FSH, extraido de pituitdria de suinos, ovinos ou eqiiinos, é o
mais utilizado em bovinos para promover a superovulacdo. As aplicagdes sdo
realizadas durante quatro dias, com duas aplica¢des intervaladas de 12 horas em

doses decrescentes (Donaldson, 1989).

2.1.4 Coleta de embrioes

A coleta ¢ realizada entre o sexto e oitavo dia apds a primeira
inseminacdo artificial (IA) e normalmente € feita 12 horas apds o inicio do cio.
Nesse periodo, os embrides encontram-se flutuando em um filme liquido no
limen da ponta dos cornos uterinos, 0o que permite sua captacdo mediante
técnica de lavagem dos mesmos (Reichenbach et al., 2002).

A coleta ndo cirdrgica pode ser realizada em sistema aberto ou fechado.
A lavagem uterina € realizada pela introdugdo transcervical de uma sonda
(Sonda Foley Siliconizada Rusch Gold®, Rusch, Kamunting, Maldsia) em ambos
os sistemas (Reichenbach et al., 2002).

No sistema fechado ndo existe contato do meio de lavagem com o
ambiente exterior. Neste sistema, o meio de lavagem introduzido no corno
uterino € recolhido por um sistema composto de dois tubos de pldstico flexiveis,
sendo um o recipiente contendo o meio de coleta e o outro um filtro para a
obtencdo dos embrides. Logo apds a lavagem do utero, o material € vertido em
placa de petri, onde, com o auxilio de um estereomicroscopio, sdo realizadas a

busca e a avaliagdo dos embrides (Wright, 1981).



2.1.5 Qualidade embrionaria

A qualidade do embrido é importante para determinar o sucesso da
transferéncia (Abe et al., 2002). Existem vdrios métodos de avaliacdo dos
embrides, dentre eles a mensuracdo da atividade enzimdtica (Schilling et
al.,1979, citados por Abe et al., 2002) e o consumo de glicose (Renard et al.,
1980). Esses testes sdo tteis para predizer a sobrevivéncia embriondria apds a
transferéncia, mas requerem complexo equipamento e prolongado periodo de
cultura dos embrides, inviabilizando sua utilizagdo no campo. A avaliagdo
morfolégica tem sido amplamente usada para determinar a qualidade
embriondria, util para predizer uma possivel taxa de gestacdo para determinado
grupo de embrides apds a transferéncia (Shea, 1981; Lindner & Wright, 1983).

Os embrides foram classificados em cinco estadios de desenvolvimento,
segundo Lindner & Wright (1983): 1) mérula - quando as superficies dos
blastdmeros que formam a massa de células central podem ainda ser distinguidas
e existe estreito espaco entre a massa de blastdmeros e a zona pelicida; 2)
morula compacta - quando nfo existe distincdo entre as superficies dos
blastdmeros e o espaco entre a massa central e a zona peldcida torna-se maior;
3) blastocisto inicial - quando pequena cavidade comeca a se formar
(blastocele) e a massa de células interna adquire a forma; 4) blastocisto -
quando o embrido ocupa quase todo o espaco dentro da zona pelicida, a massa
de células internas torna-se mais distinta, mas o didmetro do embrido, incluindo
a zona peldcida, continua inalterado; 5) blastocisto expandido - quando o
didmetro do embrido aumenta e a espessura da zona pelicida se reduz a
aproximadamente 1/3 da espessura original. Além desses estidios de
desenvolvimento do embrido, podem-se encontrar 6vulos nédo fertilizados. Na

Figura 1 estdo representados os estddios de desenvolvimento do embrido.



FIGURA 1 Estadios de desenvolvimento embriondrio encontrados em coletas
realizadas entre 0 6° e o 8° dias apds a primeira inseminac¢io
artificial. A- o6vulo nido fecundado, B- moérula, C- moérula
compacta, D- blastocisto inicial, E- blastocisto, F- blastocisto
expandido (Seidel Junior & Seidel, 1991).



Lindner & Wright (1983) descreveram a avaliagdo da qualidade de
embrides bovinos coletados de vacas superovuladas. Eles identificaram quatro
categorias com base nos pardmetros morfoldgicos, tais como forma, cor,
tamanho do espago perivitelinico, nimero de blastdmeros extrusos e
degenerados e nimero e tamanho de vesiculas. A qualidade dos embrides pode
ser dividida em: Grau I - embrides excelentes, em estadio de desenvolvimento
que corresponde ao esperado no dia da coleta, zona pelicida intacta e esférica,
massa de células homogéneas com células de tamanho uniforme, nenhum ou
poucos fragmentos de blastdmeros no espaco perivitelinico; Grau II - embrides
bons, em estddio de desenvolvimento que corresponde ao esperado no dia da
coleta, pequeno desvio da forma e cor se comparado ao grau I, alguns
fragmentos ou debris celulares no espaco perivitelinico e ou formacido de
pequenas vesiculas nos blastdmeros; Grau III - embrides regulares, em estadio
de desenvolvimento que corresponde ao esperado, irregularidades moderadas na
forma geral da massa embriondria ou tamanho, cor e densidade dos blastomeros,
maior quantidade de células e restos celulares no espaco perivitelinico, se
comparada ao grau II; Grau IV - embrides pobres, em estddio de
desenvolvimento que ndo corresponde ao esperado, muitos fragmentos e debris
celulares no espaco perivitelinico. Além disso, maiores e mais vesiculas na
massa celular, claras mudangas degenerativas nos blastdmeros, menos da metade
da massa celular estd intacta. Os embrides que ndo se enquadraram em nenhum
desses graus foram classificados como degenerados.

O termo embrides vidveis designa as estruturas compreendidas entre os
graus I e IV e sdo os que, quando inovulados em receptoras, podem resultar em
prenhez. O restante das estruturas, os ndo vidveis, sdo os chamados degenerados
ou ndo fertilizados. Na Figura 2 estdo apresentados os graus de qualidade. Ap6s
a avaliacdo, os embrides foram transferidos a frescos para as receptoras

(inovulacdo) ou congelados.



FIGURA 2 Graus de qualidade dos embrides. 1- mérula de grau I, 2- mérula
de grau II, 3- mérula grau III, 4- mérula grau IV, 5- embrides
degenerados (Seidel Junior & Seidel, 1991).
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Segundo Abe et al. (2002), a classificagdo proposta por Lindner &
Wright (1983), com base na morfologia, condiz com as alteragdes ultra-
estruturais observadas nos blastomeros. O nimero de juncdes do tipo gap foi
maior em embrides classificados como excelentes ou bons. As microvilosidades
projetadas dos blastobmeros estavam menos desenvolvidas em embrides de baixa
qualidade e a quantidade de vesiculas e goticulas de lipidios foi maior em
embrides classificados em grau III ou IV. Células ou fragmentos celulares foram
frequentemente encontrados em embrides de baixa qualidade e o complexo de
Golgi estava mais desenvovido em embrides de alta qualidade. Houve diferenca
ultra-estrutural entre os embrides de grau I e II (alta qualidade) e entre os graus

IIT e IV (baixa qualidade).

2.2 Antioxidantes, radicais livres e reacoes de oxidacao

Antioxidante € qualquer substidncia que, presente em baixas
concentragdes quando comparada ao substrato oxiddvel, atrasa ou inibe a
oxidacdo deste substrato de maneira eficaz (Sies & Stahl, 1995). Eles podem ser
classificados em primdrios ou secunddrios, quanto ao modo de acdo. Os
antioxidantes primdrios reagem com radicais lipidicos de alta energia, para
converté-los a produtos termodinamicamente mais estdveis. Os antioxidantes
secunddrios, os preventivos, t€ém funcdo de retardar a iniciacdo da reacdo em
cadeia (Arora et al., 1998).

Os agentes antioxidantes, que protegem as células contra os efeitos dos
radicais livres, podem ser classificados em antioxidantes enzimdticos ou nao-
enzimaticos. Os enzimdticos podem ser superéxido desmutase, catalase, enzimas
de reparo e glutationa peroxidase. Os ndo enzimdticos podem ser B-caroteno,

tocoferol, vitamina C, flavondéides, glutationa e selénio (Sies, 1993).
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Denomina-se radical livre toda molécula que possui um elétron impar
em sua oOrbita externa, fora de seu nivel orbital, gravitando em sentido oposto
aos outros elétrons. Este elétron livre favorece a recepcdo de outras moléculas, o
que torna os radicais livres extremamente reativos, inclusive com moléculas
organicas. Essa configuracio faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas (Ashok &
Ali, 1999).

A atividade das células do sistema antioxidante e a concentragdo de
vitamina E diminuiram durante o envelhecimanto do animal, levando ao
aumento gradual dos danos oxidativos nas células (Rani e Panneerselvam,
2001). A presenca dos radicais € critica para a manutencdo de muitas fungdes
fisioldgicas normais (Pompella, 1997). Segundo Arechiga et al. (1998b), a
producdo de radicais livres poderia representar uma fonte de infertilidade, em
razdo do tecido ovariano esteroidogénico, o espermatozdide e o embrido pré-
implantagcdo serem sensiveis a danos provocados por esses agentes oxidantes. O
oxigénio singleto, molécula reativa de oxigénio gerada por fotossensibilizacdo
('0,), o radical super6xido (O,) e a radical hidroxila (OH') sdo alguns exemplos
de radicais livres.

A oxidacdo € o processo pelo qual a substincia perde um ou mais
elétrons. A substincia que recebe o eletro é conhecida como agente oxidante.
Nas células de mamiferos, os fosfolipidios contidos nas membranas celulares e
membrana de organelas contém grande quantidade de 4cidos graxos
poliinsaturados que podem sofrer a acdo de agentes oxidantes, como os
peréxidos (Metre & Callan, 2001). As insaturacdes dos dcidos graxos sdo
susceptiveis a acdo dos agentes oxidantes (peréxido de hidrogénio, radical
superéxido e fons hidroxila). Esses agentes sdo produzidos durante o
metabolismo aerdbico e 3% a 5% do oxigénio consumido sao reduzidos a agente

oxidante na célula (Chance et al., 1979).
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Durante o processo de oxidagdo celular pode ocorrer a reacdo em cadeia
que se inicia com ataque de um radical livre nos fosfolipidios da membrana,
levando a formagao de um radical lipidio que reage com oxigénio da molécula
tornando-se radical peroxil. Este radical formado ataca outra ligacdo dupla do
fosfolipidio de membrana, que reage com oxigénio e assim propaga a reacao de
destruicdo da membrana em cadeia (Porter et al., 1995). Um esquema dessas

reagdes € apresentado na Figura 3.
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FIGURA 3 Representagdo esquematica da reacdo em cadeia em fosfolipidios

de membrana celular.
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Os grupos sulfidricos (-SH) presentes nas membranas também s@o alvos
da oxidacgdo. Eles sdo encontrados predominantemente nos aminodcidos que
contém enxofre e servem para ligar os fosfolipidios da membrana as proteinas
associadas, tais como enzimas, receptores e canais idnicos. A oxidacdo destes
grupos pode resultar na alteracdo da conformacgdo que, conseqiientemente, muda

a funcdo dessas proteinas (Metre & Callan, 2001).

2.3 B-caroteno

Apesar de existir mais de 600 diferentes carotendides, apenas 10% sio
precursores da vitamina A, sendo o B-caroteno a forma mais ativa e disponivel
na dieta (Bendich & Olson, 1989; Olson, 1989). As plantas ndo produzem
vitamina A, que é encontrada somente no reino animal, mas produzem grande
variedade de seu precursor, os carotendides. Uma unidade internacional (IU) de
B-caroteno € definida como a atividade de 0,6pg de B-caroteno que corresponde
a 0,3pg de retinol (vitamina A) (Bendich & Olson, 1989; McDowell, 1989;
Olson, 1989).

Carotendides sdo pigmentos lipossoliveis produzidos naturalmente pelas
plantas e organismos que realizam fotossintese. Apresenta coloracdo variada,

devido a uma série de ligacdes duplas conjugadas (Bendich & Olson, 1989).
2.3.1 Estrutura quimica e propriedades

A maioria dos carotendides pode ser descrita pela férmula geral
CyHs¢O,, em que n varia de 0-6, formado por oito unidades isoprendides,

organizadas de tal maneira que, no centro da molécula, ocorre reversdo delas

(Castenmiller & West, 1998).
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Os hidrocarbonetos (n=0) sdo chamados de carotendides aciclicos
(licopeno) ou derivados ciclicos do licopeno (a, B, y, e d-caroteno) e os
carotendides oxigenados (astaxantina, cantaxantina, zeaxantina, criptoxantina e
lutein) sdo conhecidos como xantofilas (Castenmiller & West, 1998; Osterlie et
al., 2000). As estruturas quimicas de alguns carotendides estdo representadas na

Figura 4.
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FIGURA 4  Estrutura quimica de alguns carotendides. f-caroteno (I),

astaxantina (II), cantaxantina (III), zeaxantina (IV).
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B-caroteno (Figura 5) ¢ uma molécula altamente lipofilica, sensivel a
oxidagdo, as altas temperaturas e a luz solar, insoliivel em solventes com etanol
e acetona e solivel em dimetilsulféxido (DMSO) e tetrahidrofurano (THF). O f3-
caroteno possui baixo potencial ionizante e ponto de fusdo de 180°C

(McDowell, 1989).

p-caroteno

FIGURA 5 Estrutura quimica do B-caroteno.

2.3.2 Fontes naturais de carotenodides

Os carotendides sdo encontrados em todas as partes verdes de plantas
em crescimento. Embora a cor amarela dos carotendides seja mascarada pela
clorofila, todas as partes da planta em crescimento s@o ricas em carotendides. Na
Tabela 1 apresenta-se a quantidade de B-caroteno em alguns alimentos para
animais. Feno de leguminosa é mais rico em carotendides do que feno de
gramineas. A planta pode perder 50% ou mais do seu valor maximo de

carotendides durante o desenvolvimento (McDowell, 1989).
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TABELA 1 Quantidade de B-caroteno contidos em alguns alimentos em

miligramas por quilo (mg/kg).

Fonte mg/kg

Leguminosa e gramineas verdes frescas 33-88
Feno de leguminosas (boa coloracéo verde) 40-59
Feno de leguminosas (sem cor, com trago verdes) 9-18
Feno de gramineas 9-18
Silagem de milho ou sorgo 4-22

Adaptado de McDowell (1989).

O B-caroteno é uma molécula muito instavel. No processo de ensilagem,
a concentragdo de (-caroteno diminui rapidamente e assim continua durante o
tempo de armazenamento. A degradacdo do B-caroteno é promovida por varios
fatores, como radiag@o ultravioleta da luz solar, oxigénio atmosférico (oxidacao)
e enzimas (lipoxidase), que se tornam ativas pela decomposi¢do das plantas

(McDowell, 1989).

2.3.3 Digestao dos carotendides

Wing (1969) demonstrou que a digestibilidade aparente dos carotenos
em vdrias forragens para a alimentacdo de gado de leite é, em média, de 78%. As
varidveis que influenciam a digestibilidade dos carotendides incluem més de
colheita, tipo de forragem, espécie e matéria seca da planta. Em geral, a
digestibilidade dos carotendides é maior nos meses quentes € menor nos meses

frios. Vérios trabalhos indicam que quantidade aprecidvel de carotendides pode
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ser degradada no rimen, isto €, 40% a 70% deles sdo degradados antes de chegar

ao intestino (McDowell, 1989).

2.3.4 Absorcao e transporte dos carotendides

O PB-caroteno ndo € assimilado da mesma forma pelas diversas espécies
animais, pois hé considerdvel diferenca na habilidade para absorvé-los da dieta.
Em algumas espécies, como ratos, suinos, ovinos, caprinos, coelhos e cies,
quase todo o caroteno se transforma em vitamina A no intestino. Em humanos,
bovinos e eqiiinos, a absor¢do de carotendides € expressiva (Parker, 1989).

O principal local de absor¢do de carotendides € na mucosa do jejuno
proximal. Neste local, formam-se micelas de lipidios que servem como
carreadores dos carotendides. Elas entram em contato com as células da mucosa,
nas quais os lipidios difundem da micela para a porcao lipidica da membrana das
microvilosidades (McDowell, 1989). A absor¢do dos carotendides ocorre por
difusdo passiva, similar a do colesterol e dos produtos da lip6lise de triglicérides
(Hollander & Ruble Junior, 1978; Parker, 1996). Apés a absor¢do na mucosa
intestinal, os carotendides sdo transportados via vasos linfaticos pelos
quilomicrons até a corrente sanguinea (Parker, 1996).

Huang & Goodman (1965) relataram que, em ratos 3%-6%, dos
carotendides absorvidos passam do intestino para a linfa. A quantidade de
caroteno no plasma representa 1% do total encontrado no animal, sendo a maior
concentracdo encontrada no figado (Schmitz et al., 1991).

Os carotendides sdo transportados no plasma de humanos e animais
exclusivamente por lipoproteinas. As principais lipoproteinas sdo de densidade
baixa (LDL), densidade muito baixa (VLDL) e densidade alta (HDL). A LDL
transporta 58%-73%, a HDL 17%-26% e a VLDL 10%-16% do B-caroteno no

sangue. Esse padrao de distribui¢@o € similar ao do colesterol (Parker, 1996).
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O B-caroteno, normalmente transportado para os ovarios € incorporado
aos componentes lipidicos do HDL em bovinos (O’Shaughnessy & Wathes,
1988). Em caes (Weng et al., 2000) e em gatos (Chew et al, 2001), apds sua

absor¢ao da dieta, é transportado para o corpo liteo e endométrio uterino.

2.3.5 Armazenamento dos carotenodides

Os carotendides sdo armazenados na forma de vitamina A. Mais de 90%
permanecem armazenado no figado e o restante fica armazenado nos pulmdes,
rins, adrenais e sangue. Pequena quantidade é encontrada nos 6rgaos e tecidos.
Os carotendides armazenados em tecidos, geralmente permanecem alojados na
gordura corporal, evidenciado pela sua coloragdo amarelo-escuro (McDowell,
1989). Grande quantidade de P-caroteno estd nos ovdrios, principalmente no
corpo ldteo, dando a essa estrutura a cor amarelo-brilhante (O’Fallon & Chew,
1984; Haliloglu et al., 2002). Segundo Chew et al. (1984), a concentragéo de [3-
caroteno € maior no corpo liteo ovariano do que em outros tecidos, como

figado e tecido adiposo.
2.3.6 Funcdes do p-caroteno

O PB-caroteno, além do papel de precursor de retinol (vitamina A), tem
outras funcdes bioldgicas, principlamente ligadas a reprodu¢do (Bindas et al.,
1984a; Krinsky, 1993).

2.3.6.1 Antioxidante

Viérios autores relatam os efeito antioxidante promovido pelos

carotendides, sendo o B-caroteno o de maior acdo. Alguns mostram a capacidade
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dos antioxidantes em destruir radicais livres, potentes oxidantes (Krinsky, 1989;
Hill et al., 1995; Sies & Stahl, 1995; Everett et al., 1996) e outros relatam sua
eficiéncia em extinguir o oxigénio singleto (DiMascio et al., 1989; Conn et al.,

1991; Cantrell et al., 2003).

2.3.6.2 Precursor da vitamina A

Bioconversdo é o método pelo qual os carotendides sdo convertidos a
vitamina A na célula animal. Os carotendides precursores de vitamina A s@o
convertidos a retinol pela acdo da enzima 15-15’-carotendide dioxigenase. Esse
processo ocorre primariamente nos enterdcitos, embora a enzima ativada seja
encontrada em outros tecidos, como o figado. H4 controvérsias sobre o fato da
clivagem ser excéntrica ou central. Na clivagem excéntrica, somente uma
molécula de retinal € produzida (Castenmiller & West, 1998). Se ela for central,
cada molécula de B-caroteno clivada origina duas moléculas de retinal que
podem ser reduzidas a retinol e, entdo, esterificadas (Mohamed et al., 2001).

Apés a bioconversdo, os carotendides passam a ter funcdo indireta
mediada pela vitamina A. Sdo vdrias as funcdes da vitamina A, dentre elas a da
vis@o (Nelson & Cox, 2000), da resposta imune (Combs Junior, 1992), do
crescimento (Ganguly et al., 1980; Ross et al., 2000) e da reproducdo (Chew &
Archer, 1983; Talavera & Chew, 1988; Chew, 1993; Besenfelder et al., 1996).

Na reproducdo, a vitamina A participa da producio de progesterona por
meio de estimulacdo da sintese e ativacdo da enzima de clivagem da cadeia
lateral do colesterol que transforma o colesterol em pregnenolona (Jayaram et
al., 1973). Além disso, a vitamina A modula a atividade da enzima 65-3[3-
hidroxiesterdide desidrogenase que converte pregnenolona em progesterona
(Islabdo, 1982). Além disso, a vitamina A reduz a incidéncia de cistos ovarianos

em vacas (Schweigert & Zucker, 1988), melhora o desenvolvimento do embrido
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e, conseqiientemente, diminui a mortalidade embriondria em suinos (Chew et al.,

1982; Brief & Chew, 1985).

2.3.6.3 Resposta imune

Alguns estudos tém demonstrado que os carotendides podem intensificar
a fungdo do sistema imune por meio de sua capacidade de inibir a peroxidacdo
em cadeia e extin¢do do oxigénio singleto (Bendich, 1991). O B-caroteno eleva a
resposta proliferativa de linfécitos T e B, aumenta células T-citotdxicas e

estimula secrecdo de fator de necrose tumoral alfa (Bendich & Shapiro, 1986).

2.3.6.4 Reproducao

Virios pesquisadores tém demonstrado tanto em condigdes de
laboratério (in vitro) quanto em animais (in vivo) que ha uma relacéo ente o [3-
caroteno e a fisiologia reprodutiva. O efeito da suplementacdo com B-caroteno
na fertilidade € um t6pico muito controverso. Alguns pesquisadores
encontraram respostas benéficas com a suplementacdo com [-caroteno em
vacas leiteiras (Bindas et al., 1984a; Ascarrelli et al., 1985; Iwanska &
Strusinska, 1997), outros ndo observaram beneficios (Bindas et al., 1984b;
Akordor et al., 1986). Apenas um trabalho observou que a suplementacdo com
B-caroteno teve efeito adverso a fertilidade (Folman et al., 1987). As causas
para tal discrepancia podem decorrer de variagdo no nimero de animais, da
quantidade e da duracdo da suplementagdo com B-caroteno, do ambiente onde
foram realizados os experimentos e do manejo (Arechiga et al., 1998a).

O P-caroteno pode ser necessdrio para adequada esteroidogénese,
possivelmente pela sua acdo como antioxidante (Young et al., 1995). Ele pode

influenciar a fung@o reprodutiva por aumentar a secrecdo de progesterona.
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Virios trabalhos relatam que o B-caroteno estimula a producdo de progesterona,
tanto in vitro (Talavera & Chew, 1987; Graves-Hoagland et al., 1988;
O’Shaughnessy & Wathes, 1988; Arikan & Rodway, 1997) quanto in vivo
(Weng et al., 2000; Chew et al., 2001).

A acdo na esteroidogéneses pode ser explicada pelo fato do B-caroteno
ser conhecido como agente antioxidante e destruir radicais livres. O processo de
esteroidogénese resulta na formacdo de grande quantidade de radicais livres e a
alta concentracdo de B-caroteno nos ovdrios e adrenal pode proteger as células
de tal dano oxidativo (Arikan & Rodway, 2000). A primeira evidéncia do efeito
antioxidante do B-caroteno na célula luteinica, relatada por Yong et al. (1995),
mostrou que a suplementagdo com [-caroteno na cultura de células luteinicas
reduziu a quantidade de ligacdes entre a enzima de clivagem da cadeia lateral do
colesterol e os doadores de elétrons, a andrenodoxina. Esse resultados foram
confirmados por Rapoport et al. (1998), quando determinaram as concentragdes
de B-caroteno e o citocromo esteroidogénico P450 em diferentes estadios de
desenvolvimento do corpo liteo de bovinos, para estimar sua correlacdo com o
perfil esteroidogénico. Para os autores, a correlacdo foi significativa entre as
concentragGes de citocromo P450 luteais, B-caroteno e progesterona plasmatica.

H4 evidéncias do controle da esteroidogéneses por radicais livres,
principalmente o radical superdxido. A fosfolipase C do mecanismo de
transduc@o pode estimular a producdo de radicais superoxidos que inibem a
sintese de progesterona no ovdrio de ratas (Bilska et al., 1991). Assim, o f-
caroteno age dentro da membrana celular dos lipidios, destruindo os radicais
livres, impedindo sua acfo. Isto pode estar envolvido na habilidade do f-
caroteno em manter a sintese de progesterona nas células luteinicas (Arikan &
Rodway, 2000). Além disso, o utero secreta um grupo de proteinas que sdo
criticas para o desenvolvimento do embrido e do feto. Em caes, essas proteinas

especificas do ttero sdo estimuladas pela progesterona ou requerem
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progesterona para sua manutencdo (Buhi et al., 1992). Porém, efeito adverso foi
observado por Pusztai et al. (2000), segundo os quais a extrema
hipercarotenemia diminuiu a produ¢@o de progesterona nas células da granulosa.

Vitaminas, 4cido retindico, retinal e f-caroteno podem estimular passos
da esteroidogénese que sdao normalmente regulados pelo LH. Estes passos
incluem: 1) degradacdo de proteinas ligantes, 2) indugdo da sintese da enzima de
clivagem da cadeia lateral do colesterol (CSCCE), 3) estimulagdo da atividade
da CSCCE, 4) aumento da concentragdo de cAMP e 5) ativacdo da proteina
quinase C dependente de cAMP (Talavera & Chew, 1988).

Além dessa acdo na esteroidogénese, existem vdrios efeitos benéficos do
B-caroteno na reproducdo. Durante a gestacdo, o tdtero passa por mudangas
drésticas para aumentar o sucesso da implantagc@o e sobrevivéncia do concepto.
Durante esse estddio de alta atividade, o tutero estd, provavelmente, sobre alto
grau de estresse oxidativo. Portanto, o transporte de [-caroteno para o
endométrio poderia proteger o ambiente uterino contra danos oxidativos,
melhorando o local para o desenvolvimento do embrido (Weng et al., 2000).
Segundo Chew et al. (2001), o B-caroteno pode proteger o ovdrio e o ambiente
uterino dos danos oxidativos, tornando o ambiente mais favordvel para o

desenvolvimento do embrido.

Virios estudos relatam o efeito benéfico do f-caroteno na reproducio em
diversas espécies. A administracdo parenteral de B-caroteno em camundongos
(Chew & Archer, 1983) e suinos (Brief & Chew, 1985; Kostoglou et al., 2000)
diminuiu a mortalidade embriondria e aumentou o tamanho da leitegada ao
nascimento. Em vacas de leite, a suplementagdo com P-caroteno na dieta
diminuiu a incidéncia de retencdo de placenta e metrites quando comparadas
com vacas ndo suplementadas ou suplementadas somente com vitamina A

(Michal et al., 1994).
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Em vacas alimentadas com dietas com baixa concentragdo de B-caroteno
e adequada vitamina A, observaram-se diminui¢do da taxa de prenhez (Cooke &
Combden, 1978), atraso na ovulacdo, maior incidéncia de morte embriondria
(Wang et al., 1988b) e maior taxa de retencdo de placenta (Michal et al., 1990)
quando comparada as vacas suplementadas com B-caroteno. A suplementagdo
com [-caroteno diminuiu o nimero de inseminag¢des por concep¢do em vacas

(Snyder & Stuart, 1981).

Em suinos, injecdes de P-caroteno aumentaram a concentracdo de
proteinas uterinas especificas (Chew et al., 1982) e diminuiram a mortalidade
embriondria (Brief & Chew, 1985). Essas observagdes sugererem que o [-
caroteno pode ser importante fisiologicamente para suinos. Segundo Murray et
al. (1985), glicoproteinas de alto peso molecular foram identificadas no limen
uterino de gatos domésticos. Esses autores afirmaram que a produgdo dessas
proteinas pode ser estimulada pela a¢do do PB-caroteno. Chew et al. (1982)
demonstraram que inje¢des de -caroteno em suinos aumentaram a producio de

proteinas especificas do utero.

Segundo Peltier et al. (1997), injecdes didrias de B-caroteno em éguas
durante o pré-estro e estro ndo afetaram a secre¢do de estradiol. A administracdo
de B-caroteno também ndo afetou o tamanho do foliculo, evidenciando que este

carotendide ndo atua sobre as varidveis ligadas a foliculogénese.

2.3.6.5 Outras funcoes

Juncdes do tipo gap fazem ligacdes entre as células do organismo para
formar comunicagdo sinsicial, permitindo que pequenas moléculas passem de
uma célula para outra. O B-caroteno pode estimular a formacdo de jungdes do
tipo gap entre as células (Zhang et al., 1991; Zhang et al., 1992; Frommel et al.,
1994; Bertram & Bortkiewicz, 1995; Stahl et al., 1997). O mecanismo de acdo
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do B-caroteno parece ser por estimulagdo da conexina 43, gene compilado para
producdo de proteinas transmembranas. Seis destas proteinas formam um arranjo
hexamérico em volta da porcdo central hidrofilica. Dois dos arranjos formam a
unidade estrutural da jungdo do tipo gap. O PB-caroteno, em concentragdes
fisiolégicas (média de 10° M), aumenta as juncdes do tipo gap, permitindo
melhor comunicac@o entre as células (Burri, 1997). A formagao dessas jungdes
gap pode ser importante na coordenacdo da fungéo de células luteinicas (Redmer
et al., 1991; Bilska et al., 1996).

O B-caroteno inibe a acdo das lipoxigenases que estdo envolvidas no
metabolismo do acido araquidénico e da 3-hidroxi-3-metilglutaril coezima A
redutase que atua na biossintese de colesterol e isoprendides ndo esteroidais

(Canfield et al., 1992).

2.4 Vitamina E (tocoferol)
2.4.1 Definicao

A vitamina E é um dlcool organico lipossolivel isolado inicialmente
como oa-tocoferol. Este isdbmero € o mais biologicamente ativo, representando a
maior parte da atividade da vitamina E nos alimentos. A atividade de outros
isdmeros do a-tocoferol € limitada (Bregelius & Traber, 1999; Metre & Callan,
2001).

A palavra tocoferol deriva do grego “tokos”, que significa parto ou
progénie, “pherein”, que significa fazer nascer e “ol”, que designa dlcool. Uma
unidade internacional (IU) de vitamina E é definida como a atividade de 1 mg de

acetato de a-tocoferol (Lal Thankur & Srivastava, 1996).
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2.4.2 Estrutura quimica e propriedades

A vitamina E est4 distribuida na natureza como tocoferdis e tocotriendis.
Oito formas quimicas de vitamina E sdo encontradas: quatro tocoferéis (a, 3, v, €
d) e quatro tocotriendis (a, P, v, € 0) na natureza (Lal Thakur & Srivastava,

1996). A estrutura quimica do a-tocoferol e a-tocotrienol estd representada na

Figura 6.
a-tocoferol
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FIGURA 6 Estrutura quimica do a-tocoferol e a-tocotrienol.
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Segundo McDowell (1989), a diferenca entre o tocoferol e tocotrienol

sdo as insaturagdes da cadeia lateral presentes no tocotrienol. Diferencas entre as

formas quimicas da vitamina E (a, B, v € 6) sdo devido a posicdo e ao nimero de

grupo metil no anel aromatico (Figura 7).

R
HO A~ Ch
HiLT*JL 0,J‘;CHa-CHz—CI-l:-Cll-I:—CI-h—E‘;H:—CI-I:-Cll-la-CHa-cHa-CHz-C[:!a
Bs CH: CHs CHs CH:
Formas quimicas do tocoferol R1 R2 R3
a- TOCOFEROL CH3 CH3 CH3
p- TOCOFEROL CH3 H CH3
v- TOCOFEROL H CH3 CH3
6- TOCOFEROL H H CH3

FIGURA 7 Diferencas estruturais entre as formas de vitamina E, adaptado

McDowell (1989).

O a-tocoferol é um 6leo amarelo insolivel em dgua, mas solivel em

solventes organicos. Os tocoferdis sdo extremamente resistentes ao calor, mas

prontamente oxidaveis. O a-tocoferol € um excelente antioxidante natural que

protege carotendides e outros materiais oxiddveis nos alimentos e no corpo (Lal

Thakur & Srivastava, 1996).
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2.4.3 Fontes naturais de vitamina E

Os ruminantes, como outros mamiferos, ndo sintetizam vitamina E. Por
isso, ela precisa ser fornecida ao animal pela dieta. Forragens verdes frescas sio
as mais confidveis e abundantes fontes de vitamina E para os ruminantes (Frye
et al., 1991; Herdt & Stowe, 1991).

A vitamina E estd amplamente distribuida na natureza em dleos
vegetais, produtos cereais contendo 6leos, ovos, figado, legumes e, em geral,
plantas verdes. Estd presente em abundincia nos gridos de cereais,
particularmente na semente. Existe grande variacdo da quantidade de vitamina
E, que pode variar de 3 a 10 vezes o valor encontrado de a-tocoferol em um
mesmo tipo de alimento. Por exemplo, pode haver diferenca sazonal de até 5
vezes na quantidade de a-tocoferol no leite de vaca (Metre & Callan, 2001).

Os tocofer6is sdo naturalmente instaveis, por isso, perdas substanciais na
atividade da vitamina E ocorrem nos alimentos quando s@o processados e
armazenados. Quando os alimentos s@o peletizados, a destruicdo de vitamina E
pode ocorrer se a dieta ndo contiver antioxidantes suficientes para prevenir sua
acelerada oxidacdo em condicdes de umidade e alta temperatura. Sais de ferro
podem destruir completamente a vitamina E e a desidratacdo artificial ou o
processamento de forrageiras e graos diminuem a disponibilidade de tocoferol.
(McDowell, 1989). A quantidade de vitamina E nas plantas diminuiu
marcadamente com a aproximac¢do da maturidade e a fenagao resultou em rdpida
diminuicdo da atividade da vitamina E. Feno e silagem sdo geralmente pobres
em vitamina E, por causa do processo de oxidacao (Metre & Callan, 2001).

Jukola et al. (1996) observaram que a concentragdo de vitamina E no
soro de novilhas e touros em crescimento ¢ mantida quando a silagem de
graminea de alta qualidade € fornecida. Excessiva suplementa¢do com vitamina

A pode acelerar a degradacio da vitamina E (Frye et al., 1991).
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2.4.4 Absorcao e transporte da vitamina E

A absor¢do intestinal de lipidios e vitaminas lipossoliveis, como a
vitamina E, é dependente da funcdo pancredtica, secrecdo biliar, formacdo da
micela e penetracdo através da membrana intestinal (Ullrey, 1981). Defeitos em
qualquer dessas etapas resultam em danos na absor¢do (Torres, 1970; Sokol et
al., 1983, 1989).

A maioria da vitamina E é absorvida no intestino como &lcool livre e
pequena quantidade como éster. Os ésteres sdo largamente hidrolisados na
parede intestinal e os dlcoois penetram na parede do intestino e sao transportados
via vasos linféticos até a circulagdo geral (McDowell, 1989).

Apés a absor¢do no intestino delgado, a vitamina E ¢ transportada até o
figado onde é armazenada. Nos hepatécitos ela se liga a lipoproteinas de baixa
densidade, que a transportam através da corrente sanguinea até os tecidos (Frye
etal., 1991).

Segundo Bjorneboe et al. (1986), as lipoproteinas s@o os veiculos de
transporte de lipidios no plasma. Esses carreadores s@o, principalmente,
sintetizados no intestino (quilomicrons e HDL) e no figado (VLDL e HDL) ou
sdo formados no plasma (LDL e HDL). O oa-tocoferol € transportado no sangue

associado as lipoproteinas.

2.4.5 Armazenamento e excrecao da vitamina E

A vitamina E € armazenada em todos os tecidos corporais, sendo a
maior parte no figado. No entanto, a quantidade presente no figado é uma
pequena fragdo do total armazenado no corpo, em contraste com a vitamina A,
cujas reservas corporais, 95%, estdo no figado (McDowell, 1989). O baixo

estoque de vitamina E no figado pode ser explicado por sua baixa toxicidade

29



(Kappus & Diplock, 1992). A concentracdo de a-tocoferol na membrana é,
aproximadamente, de uma molécula de o-tocoferol para 1000 moléculas de
lipidios de membrana (Kagan et al., 1990).

A vitamina E € excretada na forma livre na bile. A biotransformacgao do
o-tocoferol nos hepatdcitos origina a o-tocoferil quinona. Este produto ¢é
degradado nos rins a 4cido a-tocoferdnico, seguido por conjugacéo e eliminagdo

na urina (Lal Thakur & Srivastava, 1996; Metre & Callan, 2001).

2.4.6 Funcoes da vitamina E

A principal funcdo da vitamina E em mamiferos é a fun¢ao antioxidante,
pela acdo no controle celular da peroxidagdo de lipidios, demosntrados pelos
efeitos na resposta inflamatoria, sistema imune e reproducdo (Metre & Callan,

2001).

2.4.6.1 Coagulacao sanguinea

A vitamina E inibe a agregacdo plaquetdria protegendo o 4cido
araquidénico da peroxidacdo. Esse dcido € necessdrio para a formacdo de
prostaglandinas envolvidas na agregacao plaquetdria (Panganamala & Cornwell,

1982).
2.4.6.2 Resisténcia a doencas

Consideravel atengdo estd direcionada no papel da vitamina E na
protecao de leucdécitos e macréfagos durante a fagocitose. A vitamina E pode

ajudar estas células a sobreviverem a produtos téxicos que sdo produzidos pelo

animal para destruir as bactérias da ingesta. Camundongos alimentados com
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dieta deficiente em vitamina E foram incapazes de produzir resposta humoral
satisfatéria e esta diminui¢do da reagdo imune contribuiu para aumentar a
susceptibilidade a infeccdo bacteriana (McDowell, 1989). Bezerros que
receberam 125 UI de vitamina E diariamente foram capazes de maximizar suas
respostas imunes, comparados com bezerros ndo suplementados (Reddy et al.,

1987).

2.4.6.3 Acao antioxidante

A vitamina E é o componente vital para a defesa celular contra
compostos que causam oxidagcdo das moléculas celulares em mamiferos, agindo
como antioxidante (Bendich, 1993; Hogan et al., 1993; Miller et al., 1993;
Bregelius & Traber, 1999). A vitamina E pode prevenir a oxidag¢do de vdrias
formas: a) destruindo os agentes oxidantes, b) diminuindo a conversdo de
agentes oxidantes menos reativos a mais reativos, c) facilitando o reparo de
danos causados pelos agentes oxidantes, d) providenciando um ambiente
favoravel para a atividade de outros antioxidantes (Miller et al., 1993; Zhang &

Omaye, 2001).

2.4.6.4 Acoes na reproducio

Desde a década de 1920 ja se t€m relatos sobre a relacdo entre a vitamina
E e a reproducdo. A aplicacdo de vitamina E preveniu a reabsor¢do embriondria
e a morte fetal em ratos (Evans & Bishop, 1922).

Segundo Das & Chowdhury (1999), dietas com deficiéncia de vitamina
E afetam a fisiologia uterina de ratas em crescimento, levando a significativa
diminuicdo do peso uterino. Esse fato pode estar relacionado a interrupc¢io da

comunicagdo entre o hipotdlamo-hipdfise-gdnadas. Martin & Moore, citados por
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Das & Chowdhury (1999), demonstraram que, depois de prolongado periodo de
deficiéncia de vitamina E, o ciclo estral de ratas tornou-se anormal e
impossibilitou que elas ficassem prenhas. Estes efeitos deletérios na reproducio
podem ser explicados pela diminuicio da concentracdo de estrégenos em
animais com deficiéncia de vitamina E (Das & Chowdhury, 1999), visto que a
vitamina E estd concentrada em tecidos produtores de hormonios esterdides,
agindo na protecdo da atividade esteroidogénica do citocromo P-450 contra a

peroxidacgdo de lipidios (Takayanagi et al., 1986; Staats et al., 1988).
Segundo Wang et al. (2002) e Olson & Seidel (2000), a suplementagdo

com vitamina E melhorou o desenvolvimento embriondrio “in vitro” apés
aplicacdo de vitamina E no meio de cultura. O mesmo pode ser observado “in
vivo”, pelo fato de existir grande quantidade de vitamina E nos ovirios e fluido
folicular (Attaran et al., 2000). Segundo Tao et al. (2004), a suplementacdo de
meio de cultura com vitamina E melhorou a maturacdo dos ovdcitos e o

desenvolvimento dos embrides provenientes dessas culturas.

A administracdo de vitamina E pode aumentar a func@o neutrofilica
(Eicheir et al., 1994; Politis et al., 1995). Talvez o aumento da atividade
neutrofilica promova a remoc¢@o de microorganismos e auxilie os tecidos
uterinos na remodelagdo e involugdo. Por isso, muitos autores relatam efeitos
benéficos da aplicacdo de vitamina E na prevencdo de doencas do pds-parto. A
aplicacdo de vitamina E acelera a involucdo uterina em vacas com metrite
(Harrison et al., 1984; Erskine et al., 1997) e no pré-parto, diminui a incidéncia
de retencdo de membranas fetais, melhorando a reproducdo de vacas leiteiras
(Trinder et al., 1969; Segerson et al., 1981; Eger et al., 1985; Mueller et al.,
1988; Olson, 1996; Erskine et al., 1997; LeBlanc et al., 2002, 2004). A vitamina
E melhorou a taxa de fertilizagdo em vacas (Segerson Junior et al., 1977) e em

ovelhas (Segerson & Ganapathy, 1981).

32



Outra explicacdo para os efeitos benéficos da vitamina E na reproducdo
seria a manutengdo da fluidez das membranas pela sua acdo antioxidante. A
maioria das fungdes de protecdo do sistema imune depende da fluidez das
membranas celulares que € mantida principalmente pela camada de lipidios. A
peroxidacdo de lipidios diminui a fluidez da membrana, afetando a agdo do
sistema imune. A perda da fluidez da membrana estd relacionada diretamente
com a diminui¢do da habilidade dos linfécitos em responder aos desafios

impostos ao sistema imune (Bendich, 1993).

Virios trabalhos relatam os efeitos benéficos promovidos pela
associacdo B-caroteno e tocoferol na performace reprodutiva de varias espécies
animais. Mas, os efeitos dos antioxidantes ainda ndo foram relacionados com a
qualidade de embrides bovinos em programas de transferéncia, quando
produzidos in vivo. Além do efeito indireto mediado pela vitamina A, muitos
trabalhos demonstraram o efeito direto do f-caroteno na reproducéo, relacionado
a diferentes mecanismos de atuacdo. Devido ao efeito direto, a utilizacdo do [-
caroteno torna-se mais interessante do que a vitamina A. Por essas razdoes,
justifica-se realizar um experimento para avaliar o efeito destas vitaminas na
qualidade embriondria.

A hipdtese levantada é de que a suplementacéio parenteral de -caroteno
associado ao tocoferol melhora a qualidade embriondria e aumenta a produgao

de embrides de doadoras superovuladas da raca holandesa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacio e periodo experimental

O experimento foi realizado na Fazenda Vista Alegre III, no municipio
de Curvelo que localiza-se no centro-norte de Minas Gerais. Também foram
coletados embrides em outras fazendas na regido sul de Minas Gerais. O

experimento foi conduzido de outubro de 2003 a setembro de 2004.

3.2 Animais

Foram utilizados 177 doadoras da raga holandesa, sendo 90 vacas e 87
novilhas com idade média de 38 meses, variando de 24 a 144. Para entrarem no
experimento, as doadoras ndo apresentavam anormalidades ginecoldgicas
detectadas por palapacdo retal e estavam, no minimo, com 60 dias de paricdo e
com condi¢@o corporal acima 3 (na escala de 1 a 5). Para a andlise dos dados
foram consideradas somente as doadoras que responderam a superovulacio, ou

seja, as que obtiveram mais que duas estruturas apds a lavagem uterina.

3.3 Sincronizacao, superovulacao e inseminacao artificial

No dia 1, apds a avaliagdo ovariana por palpagdo retal nas doadoras que
estavam ciclando, fez-se o implante auricular subcutineo de 3 mg de
norgestomet (CRESTAR®, Intervert International B.V., Boxmeer, Holanda),
associado a aplicacdo IM de 6 mg de norgestomet e 10 mg de valerato de
estradiol. No dia 6, ocorreu o inicio da superovulacdo das doadoras. No

protocolo superovulatério aplicaram-se 500 UI (vacas) e 400 UI (novilhas) de
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hormoénio foliculo estimulante (FSH), origindrio de extrato pituitdrio suino
(PLUSET®; L.F. Serono, Roma, Itdlia), distribuido em dosagens decrescentes de
100, 100, 75, 75, 50, 50, 25, 25 UI (vacas) e 80, 80, 60, 60, 40, 40, 20, 20 UI
(novilhas) durante quatro dias, em duas aplica¢des didrias, intervaladas de 12
horas. A lutedlise foi induzida com aplicagdo IM de 500 pg de DL cloprostenol
(SINCROSIN®, Vallee S.A., Montes Claros, Brasil) 60 horas apés a aplicacio
da primeira dose de FSH. Na sétima aplicacdo de FSH, retirou-se o implante
auricular subcutineo e no dia 10, realizou-se a observagdo de cio das doadoras.
Os animais que apresentavam sinais de cio foram inseminados 12 e 24 horas
ap6s a detec¢do por técnico experiente (Figura 8). No 17° dia, realizou-se a

coleta de embrides.
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FIGURA 8 Esquema de sincronizagdo, superovulacdo e inseminagdo artificial

das doadoras do experimento.
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3.4 Tratamentos

As doadoras (n=177) receberam os tratamentos (suplementados ou ndo
com B-caroteno e tocoferol) aleatoriamente, pela ordem de entrada no tronco
para avaliacdo reprodutiva, mantendo-se o nimero equilibrio por tipo (novilhas
e vacas) e producdo de leite (vacas). A suplementacio por injecdo intramuscular
ocorreu no momento do implante subcutdneo de norgestomet e no primeiro dia

da superovulacdo (Figura 9):

* Controle = inje¢do IM de veiculo (n=59, 29 vacas e 30 novilhas);

* T800 = 800 mg de B-caroteno e 500 mg tocoferol aplicados por
injecdo IM (n=59, 28 vacas e 31 novilhas);

* T1200 = 1200 mg de B-caroteno e 750 mg de tocoferol aplicados por
injec@o IM (n=59, 29 vacas e 30 novilhas).

« »
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FIGURA 9 Esquema de aplicagdo dos tratamentos durante o periodo

experimental.
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A utilizagdo dessas doses teve como base o trabalho realizado por
Arechiga et al. (1998b), com a aplicagdo de 800 mg de B-caroteno ou 500 mg de
tocoferol; injecdes nessas doses melhoraram a fertilidade de vacas. As
aplicagdes foram realizadas no inicio do experimento pelo fato do B-caroteno e
tocoferol poderem atuar no desenvolvimento dos ovdcitos durante o crescimento
folicular (Haliloglu et al., 2002). Além disso, observaram que as concentragdes
séricas de P-caroteno e tocoferol permaneceram elevadas por, no minimo, 19
dias ap6s a primeira aplicagdo IM (Arechiga et al., 1998b). Esse fato permite que
0 B-caroteno e tocoferol atuem no desenvolvimento inicial do embrido (Weng et

al., 2000).

Outros autores (Shaw et al., 1995; Amaral, 2003) obtiveram melhora na
qualidade embriondria e no nimero de embrides vidveis quando injetaram
vitamina A, em dose Unica, no inicio do protocolo superovulatério. Utilizou-se
B-caroteno associado ao tocoferol em razdo do o-tocoferol ser excelente
antioxidante natural que protege carotendides no corpo do animal (Weiss et al.,

1994; Lal Thakur & Srivastava, 1996).

3.5 Transferéncia de embrioes

3.5.1 Coleta

As coletas de embrides foram realizadas sete dias apds a primeira
inseminagdo, por procedimento ndo cirdrgico, em sistema fechado (Wright,
1981). O primeiro passo para a realizacdo da coleta ndo cirtrgica € a palpacdo
dos ovdrios por via retal para a avaliacdo da resposta superovulatdria, mediante
contagem dos corpos liteos. As doadoras que apresentavam resposta ao FSH, ou
seja, mais que dois corpos liteos, recebiam anestesia epidural, 5 ml de lidocaina
(Anestésico L®, Eurofarma Laboratérios Ltda, Sdo Paulo, Brasil). A coleta foi

realizada pelo método transcervical com o auxilio de sonda (Sonda Foley

37



Siliconizada Rusch Gold®, Rusch, Kamunting, Maldsia) contendo balédo inflavel
na sua extremidade distal. Apds a limpeza da genitdlia externa da doadora, esta
sonda, com mandril de metal em seu limen, foi introduzida até o corpo do ttero
para a realizacdo da lavagem dos cornos uterinos. Posteriormente, o baldo foi
inflado com 3 a 7 ml de Dulbecco Modificado Phosphate Buffered Saline
(DMPBS-FLUSH, Nutricell, Campinas, Brasil) e, em seguida, retirou-se o
mandril do interior da sonda, acoplando-a ao equipo em forma de Y. Esse
equipo apresenta duas extremidades, uma para permitir a entrada do meio de
cultura no ttero da doadora e outra para a sua saida. Na extremidade de entrada
encontra-se o meio de coleta (DMPBS) e, na de saida, um filtro coletor de 100
pum (figura 12). Para a coleta, foram utilizados cerca de 1000 ml de DMPBS em
temperatura variando de 20°C a 30°C. Ao final da coleta, o filtro foi desacoplado

do tubo e levado ao laboratorio.

3.5.2 Rastreamento dos embrioes no laboratorio

No laboratério, o meio contido no filtro foi recolhido em placas de petri
com didmetro de 100 mm. A busca dos embrides foi feita por
estereomicroscépio (Bausch & Lomb Sterozoom 4 microscope®, Baush &
Lomb, New York, USA) e os encontrados foram transferidos para placas de petri
com didmetro de 35 mm contendo DMPBS acrescido de BSA 0,4% (Bovine
Serum Albumin, 200mg/50ml de PBS) com o auxilio de uma micropipeta de
vidro (tubo capilar microematdcrito). A avaliacdo dos embrides foi realizada
segundo método proposto por Lindner & Wright (1983), mediante consenso de
dois avaliadores. Um indice de qualidade embriondria (IQE) foi proposto com
base nessa classificacdo [IQE = (excelentes*1 + bons*2 + regulares*3 +
pobres*4 + (degenerados + ndo fertilizados)*5] / total de embrides colhidos).

Valores mais proximos de 1 indicam melhor qualidade. Outra varidvel, com base
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nessa classificacdo, foi a propor¢do de embrides vidveis (VIAVP), caracterizada
pela soma das estruturas vidveis (excelente + bons + regulares + pobres),

dividida pelo total de estruturas recuperadas.

3.6 Coleta de sangue e analise de progesterona

Amostras de sangue foram coletadas, de 43 novilhas, por venopuncao de
vasos coccigeos para determinar a concentracdo plasmdtica de progesterona.
Segundo Adams et al. (1981) e Thomas et al. (1992), a progesterona aumenta a
producgdo de proteinas utero-especificas que sdo importantes para a nutricao dos
embrides no periodo de pré-implantacdo. Foram realizadas cinco coletas de

sangue, nos dias 1, 6, 10, 13 e 17, conforme conforme esquema na Figura 10.

<« - »
1 2.5 6 7 8 9 11 12 13..16 zdias
lg:-l;l;:lt_e I. As Embrides
<« »

Coletas de sangue durante o experimento

FIGURA 10 Esquema da coleta de sangue de novilhas.
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As coletas de sangue nos dias 1 e 6 foram realizadas para dosar a
concentragdo de progesterona antes da aplicagdo dos tratamentos. Realizou-se a
coleta de sangue no dia 10 para comprovar-se que os animais estavam em estro,
menos de 1 ng/ml de progesterona (Moffat et al., 1993); as coletas 13 e 17 foram
realizadas para avaliar o efeito do B-caroteno e vitamina E na producdo de
progesterona apds a superovulacdo. Apds a coleta, o sangue foi levado ao
laboratdrio, centrifugado (2000 xg) durante 10 minutos para separa¢do do soro e
armazenado em freezer a -21°C.

A concentragdo de progesterona no plasma foi analisada em duplicatas
por radioimunoensaio utilizando o Coat-A-Count Progesterone® (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, EUA). Os coeficientes de variacdo intra-
ensaio alto e baixo foram de 2,60% e 1,96%, respectivamente. O Coat-A-Count
Progesterone € um radioimunoensaio de fase sélida, no qual a progesterona
marcada com o '*I compete pelos sitios de ligacio dos anticorpos por periodo
fixo de tempo com a progesterona da amostra a ser analisada. Pelo fato dos
anticorpos estarem imobilizados na parede do tubo de polipropileno, uma
simples decantacdo do sobrenadante é suficiente para terminar a competicdo e
isolar a fracdo de progesterona radiomarcada ligada ao anticorpo. A leitura da
progesterona marcada € realizada em um contador gama que gera um nimero, o
qual é convertido, pela curva de calibracdo, em medida de progesterona presente

na amostra.

3.7 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, mantendo-se o
nimero de animais em equilibrio por tipo (novilha e vacas). Os animais foram
sorteados segundo a ordem de entrada no tronco para avaliacio reprodutiva. As

varidveis propostas foram IQE, VIAVP, total de estruturas recuperadas e
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embrides vidveis e taxa de fecundacdo analisadas pelo procedimento GENMOD
do Statistical Analysis System-SAS® (SAS, 1995). As médias do quadrado
minimo foram calculadas pelo procedimento GLM do SAS® (SAS, 1995). O

seguinte modelo foi utilizado para as varidveis citadas anteriormente:

Yij =u-+ Pi + Tj + P*Tij + eij

= constante associada a todas as observagdes;

P; = efeito de tipo i (i = novilha e vaca);

T; = efeito do tratamento j ( j = controle, T800 e T1200);

P.T;; = interacdo entre tipo e tratamento;

e ;; = erro experimental associado a Y;; que, por hipétese, tem distribui¢do de

Poisson, em que a média € igual a variancia.

A varidvel concentracdo de progesterona foi analisada como medida
repetida pelo procedimento MIXED do SAS® (SAS, 1995). A estrutura de
covaridncia utilizada foi aquela com maior valor para o critério de informacao de

Akaike, considerando a estrutura simetria composta (CS). As médias do
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quadrado minimo foram calculadas pelo procedimento GLM do SAS® (SAS,
1995). O modelo abaixo foi utilizado para a varidvel concentracdo de

progesterona:

Yij=!.l + Ci+Tj +C*Tij+eij

= constante associada a todas as observagoes;

C; = efeito dia da coleta de sanguei(i=1,2,3 ,4¢e5);

T; = efeito do tratamento j ( j = controle, T800 e T1200);

C:T ;; =interacdo entre dia da coleta de sangue e tratamento;

e ;; = erro experimental associado a Y;; que, por hipétese, é independente e

. . . . , JR T A . 2
identicamente distribuido em normal, com média zero e variincia ¢°.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento, foram utilizadas 177 doadoras. Desses animais,
somente 132 responderam ao tratamento superovulatdrio, sendo 65 vacas e 67
novilhas. Retirou-se do experimento por ndo responderem ao protocolo
superovulatério (n=34), 5 novilhas e 6 vacas do controle, 6 novilhas e 8 vacas do
T800 e 4 novilhas e 5 vacas do T1200. As outras doadoras (n=11) sairam do
experimento em razdo de algumas ndo estarem aptas a serem inseminadas (muco
com presenca de infeccdo) ou por problemas ocorridos durante o periodo
experimental, como a perda do implante auricular de progestigeno, o que
resultou em diferenca no nimero de animais entre os tratamentos.

Nao houve efeito da suplementacdo de B-caroteno associado ao tocoferol
na qualidade embriondria, mas houve efeito de tipo e da interacdo tipo de animal
vs tratamento (Tabela 2). Os embrides coletados de novilhas apresentaram
melhor qualidade. A qualidade embriondria melhorou em vacas que receberam a
maior dose de [-caroteno e tocoferol (T1200), mas ndo em novilhas. A
proporcdo de embrides vidveis (VIAVP) também ndo apresentou efeito de
tratamento, mas houve efeito de tipo e da interacdo tratamento vs tipo (Tabela
2). As novilhas tiveram maior proporcido de embrides vidveis que as vacas. As
doadoras (vacas) que receberam a maior dose de B-caroteno e tocoferol (T1200)
tiveram maior proporcdo de embrides vidveis que as doadoras (vacas)
suplementadas com menor dose (T800) e do controle. Em novilhas também nao
se observou efeito dos antioxidantes para a varidvel VIAVP. A diferenca na
resposta observada entre vacas e novilhas pode ser explicada pelo fato da
atividade das células do sistema antioxidante diminuir durante o envelhecimanto
do animal, levando ao aumento gradual dos danos oxidativos nas células (Rani e

Panneerselvam, 2001).
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TABELA 2 - B-caroteno e tocoferol na producgio e qualidade de embrides de novilhas e vacas superovuladas da raca
holandesa. Dados de doadoras suplementadas com controle (veiculo das vitaminas, n=46), T800 (800 mg B-caroteno
associado a 500 mg tocoferol, n=40) e T1200 (1200 mg B-caroteno associado a 750 mg tocoferol, n=46). Os nimeros sdo

médias do quadrado minimo, calculados pelo procedimento GLM do sistema SAS® - Statistical Analysis System.

Novilhas Vacas Tipo vs.
controle T800 T1200 controle T800 T1200 EPM Tipo Trat. Trat.
P
IQE 2,63 2,52 2,91 3,59 3,63 2,69 1,21 0,02 0,54 0,01
VIAVP (%) 70,00 74,00 61,00 45,00 45,00 70,00 33,95 0,05 0,64 0,03
Total 10,17 8,30 7,27 7,45 11,33 10,25 6,47 0,26 0,48 0,07
estruturas
'Total‘ ) 7,52 5,60 3,94 3,50 5,41 7,50 4,78 0,78 0,99 0,01
embrides vidveis
Taxa fecundacdo (%) 89,86 88,38 78,06 77,70 72,09 80,19 26,73 0,12 0,76 0,37

IQE - Indice de qualidade embrionéria. VIAVP - Proporcio de embrides vidveis. Tipo — Vaca ou novilha. Trat. — controle, T800. T1200. EPM —
Erro Padrao da Média
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Virios resultados anteriores, apesar de utilizar-se a vitamina A e no o -
caroteno, mostraram resultados semelhantes, Elmarini et al. (1999) obtiveram
melhora na qualidade embriondria em ratas suplementadas com vitamina A.
Silveira et al. (1999) observaram incremento na freqii€ncia de embrides mais
desenvolvidos quando marrds foram suplementadas com vitamina A. Segundo
Shaw et al. (1995), a aplicacdo de vitamina A melhorou a qualidade embriondria
em vacas superovuladas, consistente com resultados encontrados em suinos
(Britt et al., 1992; Coffey & Britt, 1993), ratas (Chew & Archer, 1983) e coelhas
(Besenfelder et al., 1996). A vitamina E tem efeito benéfico no desenvolvimento
embriondrio, conforme relataram Olson & Seidel Junior (1995, 2000).

Virias hipéteses tém sido propostas para explicar o efeito do f-caroteno,
da vitamina A e do tocoferol no inicio da embriogénese, incluindo os efeitos na
esteroidogénese (Graves-Hoagland et al, 1988), no crescimento e maturagdo
folicular (Schweigert & Zucker, 1988), no embrido (Harney et al., 1990) e na
atividade secretora do utero (Chew et al., 1982).

Este efeito benéfico pode ser explicado pelo fato de a vitamina A
estimular a acdo da enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol (Ganguly
et al., 1980). Esta enzima transforma o colesterol em pregnenolona que, sob acao
da A’-3p- hidroxiesteréide desidrogenase, é transformada em progesterona.
Além da vitamina A, segundo Weng et al. (2000), o B-caroteno eleva a
concentragdo de progesterona. A progesterona (Adams et al. 1981; Thomas et
al., 1992) e o B-caroteno (Schweigert et al., 2002) podem aumentar a produgdo
da proteina de ligacdo do retinol (RBP) que, provavelmente, age no mecanismo
de nutricdo dos embrides. Este estimulo pode ser explicado pelo fato do mRNA
para a proteina de ligacdo do retinol estar presente no concepto e no endométrio
de suinos, ovinos e bovinos durante o periodo de pré-implantacdo da prenhez e
sua expressao ser modulada pela progesterona (Harney et al., 1993; McDowell

et al., 1995).
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Virias proteinas secretadas pelo dtdtero sdo importantes para a
sobrevivéncia dos embrides. Durante o periodo pré-implantacdo, o concepto
depende de proteinas secretadas pelo utero para nutri¢do e protecdo imunoldgica
(Roberts & Bazer, 1988; Bazer et al., 1991). O B-caroteno age na formacdo da
composicao do fluido uterino, aumentando a secrecdo de fatores intra-uterinos
de importincia para o desenvolvimento inicial do embrido, como o retinol, que é
secretado no limen uterino por um carreador especifico, a proteina carreadora de
retinol (Clawintter et al., 1990; Harney et al., 1990).

Outro fator que poderia estar promovendo melhora na qualidade
embriondria em vacas seria o efeito antioxidante dessas duas vitaminas. O f3-
caroteno e o tocoferol sdo bem conhecidos por agirem como agentes
antioxidantes, destruindo radicais livres, em razdo de sua estrutura molecular.
Durante o processo de esteroidogénese, ocorre a formacgdo de radicais livres.
Segundo Scherek & Baeuerle (1991), ha evidéncias do seu envolvimento no
controle da producdo de esteréides. Em ovdrios de ratas foi demonstrado que
esses agentes oxidantes inibem a sintese de progesterona (Gatzuli et al., 1991).
Assim, o P-caroteno, associado ao tocoferol, age nas membranas lipidicas
destruindo os radicais livres. Essa acdo pode estar envolvida na habilidade deles
de manterem adequada sintese de progesterona.

A acdo antioxidante do B-caroteno e da vitamina E pode auxiliar na
manutencdo da qualidade dos embrides ou 6vulos no ambiente tubo-uterino e
durante o desenvolvimento dos 6vulos no foliculo (Wang et al., 2002), visto que
existe quantidade significativa de vitamina E e B-caroteno nos ovarios (Haliloglu
et al., 2002) e no fluido folicular (Attaran et al., 2000).

Segundo Arechiga et al. (1994), a vitamina E, in vitro, protege os
embrides jovens do efeito do choque térmico, um evento citotéxico que,
provavelmente, ¢ mediado por radicais livres (Loven, 1988). Este efeito benéfico

explica-se pela acdo antioxidante da vitamina E, que protege o espermatozdide e
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o O6vulo do ataque de agentes oxidantes que provocariam danos ao
desenvolvimento do embrido.

Outra acdo promovida pelo -caroteno, que poderia melhorar a qualidade
do embrido, seria a formacgdo de jungdes do tipo gap. O B-caroteno pode
estimular sua formacgao entre as células (Zhang et al., 1991; Zhang et al., 1992;
Frommel et al., 1994; Bertram & Bortkiewicz, 1995; Stahl et al., 1997). A
formagdo dessas jungdes gap pode ser importante na coordenagdo da funcdo de
células luteinicas (Redmer et al., 1991; Bilska et al. 1996). Além disso, essas
comunicagdes podem melhorar a distribuicio dos nutrientes captados pelo
embrido no udtero, por meio da passagem entre os blastdmeros. Esta agdo pode
diminuir o ndmero de blastdmeros extrusos que estdo diretamente relacionados a
qualidade do embrido.

O interesse de melhorar a qualidade embriondria mediante a aplicagdo de
B-caroteno e tocoferol € justificado pelo fato da qualidade embriondria estar
diretamente correlacionada com a taxa de gestacio em programas de
transferéncia de embrides. Embrides de melhor qualidade apresentam
incremento na taxa de gestacdo (Lindner & Wright, 1983; Hasler et al., 1987).

O total de estruturas recuperadas das doadoras que receberam B-caroteno
e tocoferol ndo foi diferente do total das que receberam o tratamento controle e
ndo foi diferente entre vacas e novilhas (Tabela 2). Esses resultados foram
semelhantes aos encontrados por Amaral (2003) e Shaw et al. (1995), quando
aplicaram vitamina A em vacas. Os resultados sugerem que o B-caroteno e a
vitamina E ndo atuam no nimero de évulos recrutados na onda ovulatéria e nem
na resposta superovulatéria.

Nao houve diferenca significativa no total de embrides vidveis entre os
tratamentos e tipo de animal. No entanto, houve efeito de interagdo
tratamento*tipo , isto é, a suplementagdo com B-caroteno e tocoferol aumentou o

numero de embrides vidveis em vacas, mas diminuiu em novilhas (Tabela 2).
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Amaral (2003) também encontrou aumento no ndmero de embrides
vidveis quando doadoras (vacas) receberam inje¢do de vitamina A no inicio do
protocolo superovulatério. Os resultados obtidos em vacas podem ser
justificados pelos efeitos benéficos promovidos pelas vitaminas na
esteroidogénese, na formacdo de juncgdes do tipo gap e como antioxidante. Em
novilhas, explica-se pelo possivel efeito embriotéxico provocado pelas altas
doses das vitaminas, visto que as novilhas que receberam menor dose tiveram
maior nimero de embrides vidveis. Este efeito toxico para os embrides foi
observado in vitro por Wang et al. (2002), quando altas doses de tocoferol
promoveram a morte e a redugdo do desenvolvimento de embrides de
camundongo.

A taxa de fecundacdo das doadoras que receberam [3-caroteno e tocoferol
nio foi significativamente diferente daquelas que receberam o tratamento
controle e ndo houve efeito de tipo de animal para essa varidvel (Tabela 2). A
taxa de fecundacdo média foi de 81,3%, semelhante a encontrada por Dalton et
al. (2000) e inferior a observada por Sartori et al. (2004), que obtiveram taxa de
fecundacgao de 90,9%.

A concentracdo plasmatica média de progesterona nao diferiu entre os
tratamentos (P=0,70). Resultados semelhantes foram encontrado por Wang et al.
(1982) em novilhas da raca holandesa suplementadas diariamente com 300 mg
de B-caroteno por 6 a 8 semanas e por Peltier et al. (1997), em éguas
suplementadas com 400 mg B-caroteno por injecdo intramuscular em dose tnica.
O B-caroteno também ndo alterou a concentracdo de progesterona em vacas de
leite (Wang et al., 1988a; Wang et al., 1988b) e em suinos (Chew et al., 1982;
Coffey & Britt, 1993). Esse resultado difere do encontrado em outros trabalhos,
em que o B-caroteno teve efeito positivo na produgdo de progesterona in vivo
(Weng et al., 2000; Chew et al., 2001) e in vitro (Graves-Hoagland et al., 1988;
O’Shaughnessy & Wathes, 1988; Talavera & Chew, 1988; Arikan & Rodway,
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2000). O resultado pode ser explicado pelo fato da concentragdo basal de f3-
caroteno nas novilhas estar elevado tanto em animais tratados quanto em nao
tratados (controle).

Houve diferenca significativa da concentracdo média de progesterona
entre os dias de coleta, tendo a menor média sido obtida na amostra de sangue
retitrada no dia 10, abaixo de 1 ng/ml de progesterona, e a maior média na
amostra de sangue retitrada no dia 17 (18,10 ng/ml). A concentracdo média de
progesterona das coletas 1 e 6, foram respectivamente, 4,03 e 1,50 ng/ml. Estes
resultados condizem com o previsto antes da execugdo do experimento, visto
que os animais estariam com o progestigeno (norgestomet) até a amostra de
sangue retirada no dia 6, o que manteria a concentracdo de progesterona acima
de 1 ng/ml (Moffat et al., 1993). A amostra de sangue retirada no dia 10, no
momento em que 0S animais estavam em estro, fase caracterizada por apresentar
concentracdo de progesterona menor que 1 ng/ml (Christensen et al., 1974;
Adeyemo & Health, 1980; Diaz et al., 1986). A média da concentracio desse dia
de coleta foi 0,13 ng/ml. A maior concentracdo de progesterona nas amostras de
sangue retitradas no dia 13 (7,89 ng/ml) e 17 (18,10 ng/ml) pode ser explicada
em funcdo do maior nimero de corpos liteos produzidos pela superovulagao. O
aumento da producdo de progesterona também foi observado por Benyei et al.

(2004).
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5 CONCLUSOES

A aplicacdo dos antioxidantes B-caroteno e tocoferol foi uma alternativa
para melhorar a qualidade de embrides de vacas superovuladas, ndo sendo
indicados para novilhas.

Além disso, o B-caroteno e a vitamina E nfo atuam na taxa de fecundacdo

(novilhas e vacas) e na produgdo de progesterona (novilhas).
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