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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacéo via oral de vitamina E
e/ou selénio no nimero de embrides e na qualidade embrionaria antes e apos
criopreservacéo, de coelhas superovuladas. O experimento foi realizado no Setor de
Cunicultura da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia. Foram utilizadas 24
coelhas adultas da raca Nova Zelandia, distribuidas em quatro grupos (G),
compostos por fémeas superovuladas, sendo G1: sem administracdo de vitamina E
e selénio; G2: com administragdo de 4,8mg de vitamina E; G3: com administracéo
de 0,006mg de selénio e G4: com administracdo de 4,8mg de vitamina E e 0,006mg
de selénio. O periodo de suplementacdo foi de 28 dias antes do tratamento
superovulatério. A superovulacdo foi induzida utilizando-se 40Ul de gonadotrofina
coribnica equina (eCG) seguida da aplicacdo de 40Ul de gonadotrofina corionica
humana (hCG), 48 horas apds e ambas por via intramuscular (IM), as coberturas
foram realizadas logo ap6s a aplicacdo de hCG. Os animais foram eutanasiados e
os embrides coletados 72 horas apos a copula, avaliados e criopreservados. Os
dados foram avaliados por ANOVA e foi feito o teste de comparacdo de médias
Tukey com o programa SISVAR. N&o houve diferenga significativa (P>0,05) para
peso do ovario direito, peso do ovario esquerdo, indice gonadossomético (IGS),
namero de estruturas recuperadas, taxa de recuperacdo embrionaria, nimero de
embrides viaveis, nimero de embrides degenerados e a qualidade morfologica dos
embrides viaveis. Desta forma, conclui-se que a suplementacdo de 4,8mg de
vitamina E e/ou 0,006mg de selénio ndo influencia na resposta superovulatéria e na
gualidade embriondria antes e ap0s o0 processo de criopreservacdo de embrides de

coelhas Nova Zelandia.

Palavras-chave: cunicultura, reproducéo, superovulacao



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of oral supplementation of vitamin E and/or
selenium in the number of embryos and embryo quality before and after
cryopreservation of superovulated female rabbits. The experiment was performed at
the Cuniculture of Federal University of Bahia in the Reconcavo. A total of 24 adult
female rabbits New Zealand, divided into four groups (G), consisting of
superovulated females: G1: with administration of vitamin E and selenium; G2: with
administration of 4.8mg of vitamin E; G3: with administration of 0.006mg selenium
and G4: with administration of 4.8mg of vitamin E and 0,006mg of selenium. The
supplementation period was 28 days before the superovulatory treatment.
Superovulation was induced using 40Ul of equine chorionic gonadotropin (eCG)
followed by the application of 40Ul of human chorionic gonadotropin (hCG), and 48
hours after both intramuscular (IM), the mating were performed soon after the hCG.
The animals were euthanized and embryos collected 72 hours after copulation,
evaluated and cryopreserved. The data were evaluated by ANOVA and was made
the Tukey comparison test with SISVAR program. There was no significant difference
(P>0.05) for weight of right ovary, weight of left ovary, gonadosomatic index (GSI),
the number of recovered structures, embryo recovery rate, number of embryos,
number of embryos degenerated and morphological quality of viable embryos. Thus,
it was concluded that supplementation of 4.8mg of vitamin E and/or 0,006mg of
selenium does not influence the superovulatory response and embryo quality before
and after the process of embryo cryopreservation of New Zealand rabbits.

Keywords: cuniculture, reproduction, superovulation
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1 INTRODUCAO

O desempenho reprodutivo € influenciado pela nutricdo. Segundo Smith;
Akinbamijo (2000), tanto a falta quanto o excesso de nutrientes dietéticos séo
capazes de afetar negativamente o desempenho reprodutivo dos animais. Dentre 0s
nutrientes, proteinas, lipideos e carboidratos merecem maior atengdo. Entretanto,
vitaminas e minerais fornecidos inadequadamente na dieta, também podem afetar
adversamente a reproducgao.

A influéncia dos nutrientes fornecidos na dieta sobre o desempenho
reprodutivo, em fémeas, pode ser diretamente por meio do fornecimento de
nutrientes especificos, que sdo necessarios, por exemplo, para 0os processos de
desenvolvimento do foliculo, maturacdo oocitaria, ovulacdo, fertilizacao,
sobrevivéncia embriondaria e o0 estabelecimento da gestacdo; e, indiretamente,
atuando sobre as concentracfes circulantes dos horménios e outros metabolitos
(ROBINSON et al., 2006).

Dentre os minerais e vitaminas, os efeitos antioxidantes da vitamina E e
selénio, sdo de suma importancia para sobrevivéncia embrionaria, pois protege as
células contra os insultos oxidativos, resultantes do seu metabolismo normal
(ASHWORTH, 1995), sendo este muito maior em células e tecidos manipulados in
vitro. Segundo Corréa (2006), varios fatores podem contribuir para aumentar a
producdo das espécies reativas ao oxigénio, entre eles pode-se destacar. a
concentracdo de oxigénio, o contato com a luz e o excesso de manipulacdo dos
embrides em laboratério. Desta forma, faz-se necessaria a utilizacdo de eficientes
antioxidantes para aumentar a resisténcia embrionaria frente aos processos de
criopreservacao.

Nos programas de reproducdo, a eficiéncia da aquisicdo de embribes com
alto valor genético também depende do sucesso de técnicas de estocagem em
baixas temperaturas. Sendo assim, a criopreservacdo tornou-se particularmente
importante no desenvolvimento do comércio internacional de embrides, uma vez que
somente estruturas congeladas sob determinadas condicdes podem ser
comercializadas (MAPLETOFT; STOOKEY, 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Espera-se com a suplementacdo de vitamina E e/ou selénio, melhorar a
qualidade embrionaria e o numero de embrides viaveis em fémeas superovuladas,
melhorando e potencializando o uso da técnica de transferéncia de embrides em
coelhas e em outras espécies de mamiferos, incluindo a espécie humana. Isso
contribuird para melhorar os resultados dessa biotécnica, potencializando a sua
adocéao e diluindo os seus custos, com base no maior nimero de embrides viaveis
por coleta.

O principal impacto tecnolégico sera descobrir mais uma alternativa viavel
para melhorar os indices obtidos com a técnica de transferéncia de embrides,
fornecendo também dados para que essa alternativa possa ser utilizada para
potencializar e melhorar aspectos reprodutivos na espécie humana.

Dessa forma, justifica-se o presente estudo pela importancia de determinar os
efeitos na utilizacdo da suplementacdo de vitamina E e/ou selénio nos embrides
antes e apOs criopreservagdao, avaliando-se tanto o ponto de vista reprodutivo

guanto econdémico.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fisiologia reprodutiva da coelha

A coelha apresenta ovarios pequenos em formato oval e Utero duplex (com
comprimento ao redor de 7 cm), que se liga a vagina por dois canais cervicais
(BAKKER; BAUM, 2000). Os primeiros foliculos ovarianos aparecem no 13° dia apés
0 nascimento e os primeiros foliculos antrais surgem aos 65-70 dias de idade. As
coelhas tornam-se aptas a cobertura com 10-12 semanas de idade, mas geralmente
ainda ndo sao capazes de ovular. A idade a puberdade varia muito, de acordo com a
raca: observa-se maior precocidade sexual nas racas pequenas ou médias (4-6
meses), do que nas racgas grandes (5-8 meses) (ROMMERS et al., 2001).

A maioria dos animais ovula espontaneamente, mas na gata, coelha e camela

a ovulagcéo é induzida pela estimulagdo de receptores sensoriais na vagina e na

cérvix durante a copula. Por isso, a coelha é considerada um animal com ovulacao
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induzida, embora possa ocorrer ovulagdo espontanea (MORRELL, 1995). A cépula
induz um reflexo neuro-enddcrino que provoca a liberacdo de um pico de LH, que
induz a ovulacdo (BAKKER; BAUM, 2000).

Segundo Cailol et al. (1983), um fator importante que influencia a fertilidade é
a receptividade da coelha. Ela pode ser medida pela coloracdo da vulva (um sinal
externo de atividade estrogénica) no momento da cobertura. As fémeas jovens
geralmente sdo cobertas pela primeira vez as 16-17 semanas de idade, embora
atinjam a puberdade mais cedo, ao redor de 12 semanas (ROMMERS et al., 2001).

A duracgédo da gestacéo na coelha é de 31 dias (variando entre 30 e 33 dias).
Caso a duracédo da gestacao seja inferior a 29 dias, os filhotes normalmente ndo sao
viaveis. Pelo menos quatro corpos luteos sdo necessarios para a manutencédo da
gestacao nas coelhas brancas da Nova Zelandia (FEUSSNER et al., 1992).

Segundo Lebas et al. (1986) o potencial reprodutivo das coelhas €
influenciado por fatores externos, como alimentacdo, pois em sua pesquisa
verificaram que as coelhas alimentadas com racdo comercial ad libitum atingiram a
puberdade 3 semanas mais cedo do que coelhas similares que receberam apenas

75% da quantidade diaria desse mesmo alimento.
3.2 Selénio

Descoberto pelo quimico sueco J. J. Berzelius, em 1817, o elemento selénio
(Se) € um calcogénio do grupo 16 da tabela periédica, podendo apresentar-se sob
quatro diferentes estados de oxidacdo: selenato (Se*®), selenito (Se*™), selénio
elementar (Se°) e seleneto (Se?) (LUCHESE, 2007).

Segundo Gierus (2007), a concentracdo de selénio em volumosos e
concentrados € baixa, e sua ingestdo através do contetdo natural das plantas e
componentes da dieta é insuficiente para atender a exigéncia nutricional deste
elemento em qualquer fase durante a vida. Torna-se entdo indispensavel, uma
suplementacdo com misturas minerais contendo selénio.

Ha evidéncias substanciais de que o selénio (Se) € um micronutriente que é
essencial para o crescimento e desenvolvimento fetal (DOBRZYNSKI, 1998). Niveis
reduzidos de selénio, um elemento traco essencial para os seres humanos e
animais, nas células e tecidos tem como consequéncia concentragdes menores da

enzima antioxidante glutationa peroxidase, resultando em maior suscetibilidade das
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células e do organismo aos danos oxidativos induzidos pelas espécies reativas ao
oxigénio (SCIESZKA et al., 1997).

A deficiéncia de selénio causa desordem reprodutiva em todas as espécies de
animais estudadas e em ambos os sexos (LUBERDA, 2005). Kamada; Hodate
(1998) constataram baixo teor de progesterona plasmatica, que reduziu a
concepgao, aumentou a mortalidade de embrides, de abortos, aumentou retengéo
de placenta e causou disturbios no ciclo estral.

Em fémeas o selénio concentra-se nos ovarios e exerce funcdes metabdlicas,
como funcdo antioxidante: na formacdo dos odcitos e na maturacdo dos foliculos
que promovem a ovulagdo, pela acdo da enzima glutationa peroxidase, que é vital
para a protecdo da membrana lipidica dos odcitos, para que ndo sofra peroxidacao
pelas espécies reativas ao oxigénio, que causam a ruptura da membrana e danos
irreversiveis (CARVALHO et al., 2003).

A participagdo do selénio na fisiologia do utero é vital, pois a fungéo
antioxidante é fundamental para manter o ambiente uterino o mais sadio possivel,
para a passagem dos espermatozoides, na época do estro, e para receber o
embrido e protegé-lo durante toda a gestacdo (BARBOSA; SOUZA, 2000).

Dentre os microminerais, acredita-se que 0 selénio atua especificamente na
melhora da sobrevivéncia do embrido. Animais com deficiéncia de selénio podem ter
suprimida a capacidade de defesa contra doencas infecciosas, que poderiam
prejudicar a sobrevivéncia do embrido (ASHWORTH, 1995).

3.3 Vitamina E

Descoberta em 1922 por Evans e Bishop, a vitamina E é o nome genérico dos
compostos do tocoferol. H4 oito compostos naturais do tocoferol com caracteristicas
antioxidantes (DARCIE et al., 1997).

Os antioxidantes sdo substancias que impedem ou reduzem a formacédo de
radicais livres, que sdo espécies reativas ao oxigénio (EROS), isto ocorre através de
uma reacao de oxi-redugdo. Um dos antioxidantes mais utilizados na membrana é a
vitamina E, que neutraliza as espécies reativas ao oxigénio, evitando assim dano
celular, o qual ocasiona desarranjos metabolicos como, por exemplo, a inibicdo de
atividades enzimaticas (SOUZA; FERREIRA, 2007).
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A vitamina E (alfa-tocoferol e derivados), com predominancia antioxidante
lipossoluvel em células animais, protege as células das espécies reativas ao
oxigénio in vivo e in vitro, e acredita-se ser o sequestrador de radicais livres
primarios das membranas celulares de mamiferos (SIKKA, 2004).

Os danos oxidativos podem ser inibidos pela acdo antioxidante dessa
vitamina, juntamente com a glutationa, a vitamina C e os carotenodides, constituindo
um dos principais mecanismos da defesa enddgena do organismo (RILEY, 1994).
Burton et al. (1993) demonstraram que o tocoferol € um excelente estabilizador das
espécies reativas ao oxigénio e o mais importante antioxidante lipossolivel nas
células dos mamiferos.

O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E é frequentemente mencionado
na literatura, mostrando que a interacdo dessas vitaminas é efetiva na inibicdo da
peroxidacdo dos lipideos da membrana e na protecdo do DNA (GEY, 1998).

A vitamina E encontra-se em grande quantidade nos lipideos, e evidéncias
recentes sugerem que essa vitamina impede ou minimiza os danos provocados
pelas espécies reativas ao oxigénio associados com doencas especificas. A
vitamina E tem a capacidade de impedir a propagacdo das reacdes em cadeia
induzidas pelas espécies reativas ao oxigénio nas membranas biolégicas (TRABER,;
PACKER, 1995).

A vitamina E protege da oxidacdo os acidos graxos polinsaturados, que séo
0s constituintes primarios das membranas celulares e precursores das
prostaglandinas (inibindo a peroxidacdo do &cido araquiddnico). Tem uma funcéo
coaguladora atuando na agregacdo das plagquetas e na formacdo das
prostaglandinas. Estudos tem mostrado que os tocoferdis desempenham um papel

importante na respiracao celular e na sintese de DNA e coenzima Q (FAO, 2007).

3.4 Efeito da Vitamina E e do selénio nos processos reprodutivos

A influéncia da nutricdo sobre o desempenho reprodutivo € um tema que tem
gerado muito interesse entre os pesquisadores. Os mecanismos pelo quais, 0s
nutrientes das dietas regulam os parametros reprodutivos sdo complexos, e nao
totalmente entendidos (ROBINSON, 1996).

Muitos estudos sé@o conduzidos para obtencdo de exigéncias nutricionais para

coelhos, porém, com animais em crescimento. A falta de pesquisas de exigéncias
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nutricionais, para animais em reprodugéo, tem como consequéncia a auséncia de
um plano de alimentacdo para matrizes e reprodutores que permitiria explorar mais
racionalmente o potencial produtivo destes animais. As tabelas de exigéncias
nutricionais, atualmente, ainda n&o trazem dados confidveis de exigéncias
nutricionais de reprodutores (SCAPINELLO et al., 1997).

Segundo Robinson et al. (2006), a influencia da nutricdo sobre a fertilidade,
em fémeas, pode ser direta ou indireta sobre os diversos processos reprodutivos.

Torna-se dificil determinar as funcdes especificas e mecanismos pelos quais
a nutricdo pode afetar as funcdes reprodutivas, pois especificamente, ndo existe
nenhum nutriente requerido para a reproducdo que néo atue sobre outras funcdes
fisiolégicas normais do organismo (ROCHE; DISKIN, 1994). S&o varios os relatos da
influéncia nutricional sobre o desempenho reprodutivo, mostrando a relagdo intima
entre fertilidade, condicdo corporal e estado nutricional nas fémeas de ruminantes.
Sabe-se, também, que a pratica do “flushing” (incremento nutricional por curtos
periodos antes da monta), extensamente utilizada para aumentar fertilidade,
especialmente para animais com uma pobre condicdo corporal, tem sido associada
a um aumento do desenvolvimento de foliculos ovarianos e diminuicdo da
porcentagem de foliculos de atrésicos (ROBINSON, 1996).

Com isso, observa-se que o potencial reprodutivo é influenciado pelos
nutrientes que sao fornecidos na dieta, em um periodo curto de tempo ou em longo
prazo (SCARAMUZZI; MURRAY, 1994).

Essa influéncia pode ser observada durante o crescimento folicular, que
mesmo sendo controlado principalmente pelas gonadotrofinas e fatores de
crescimento, as condi¢cdes ambientais, ou seja, fatores externos, como a nutricéo,
podem ter influencia sobre o seu desenvolvimento e a qualidade do odcito e,
consequentemente, a fertilidade (WEBB et al., 2003).

Estudos mostram que o selénio € um antioxidante indireto por ser um
microelemento que participa da composicdo da enzima antioxidante glutationa
peroxidase, a qual contribui para a manutencao e estabilidade da membrana celular
(SCIESZKA et al.,, 1997) em conjunto com a vitamina E, que € um antioxidante
natural essencial direto (FAO, 2007).

Os efeitos antioxidantes do selénio e vitamina E podem refor¢car um ao outro.
O selénio age com a vitamina E para proteger as membranas das células e das

organelas dos danos causados pelas espécies reativas ao oxigénio (MAHAM;
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ESCOTT-STUMP, 1998). Esses efeitos sdo desejaveis, principalmente quando ha
manipulacdo de tecidos in vitro, jA que esta promove um maior estresse oxidativo
nas células.

Segundo Kefer et al. (2009) a vitamina E protege o embrido dos danos que
podem ser causados por mudancas bruscas de temperatura e exerce uma fungéo de
suma importancia na protecdo das membranas das células, contra o dano oxidativo,
atuando na captura e eliminacdo de espécies reativas ao oxigénio.

Segundo Hemingway (2003) o selénio também desempenha funcdes
importantes sobre os processos reprodutivos, pois nesse estudo a suplementacao
com selénio antes do acasalamento aumentou a taxa de concepgéo em ovelhas por
meio do aumento da motilidade espermatica e reducdo da mortalidade embrionaria.

Estudos comprovam que o selénio pode reduzir a mortalidade embrionaria
(HEMINGWAY, 2003), a vitamina E também desempenha uma funcao importante na
maturacdo e desenvolvimento do odcito, e a insuficiéncia desta vitamina pode
causar maior numero de absorcédo fetal no periodo embrionario (SONMEZ et al.,
2008).

Segundo Kamada; Hodate (1997), a adicdo de selénio na cultura de células
luteais aumenta a concentracdo média de progesterona. Este efeito foi causado por
uma diminuicdo da enzima lipideo peroxidase nas células. Desta forma, sugere que
0 selénio elimina as espécies reativas ao oxigénio dando suporte para o corpo luteo
manter a sua funcdo. Assim como a vitamina E é um antioxidante importante na
protecdo das células contra danos oxidativos induzidos pelas espécies reativas ao
oxigénio (CHOW, 1991).

A importancia de proteger os embrides do estresse oxidativo in vitro esta
sendo cada vez mais conhecida, pois quando os o6citos e embrides sdo removidos
de seu ambiente natural para realizacdo de técnicas de reproducdo assistida, o
sistema de defesa natural fica ineficaz (WANG et al., 2002). Com isso, torna-se
viavel uma suplementacdo com vitamina E e selénio para avaliar seus efeitos

antioxidantes sobre a qualidade embrionaria de coelhas.

3.5 Criopreservacéao de embrides
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O processo de criopreservacdo € de suma importancia para o0 comeércio
internacional de embribes, j& que para estes serem comercializados precisam ser
armazenados em baixas temperaturas. (MAPLETOFT; STOOKEY, 1998).

A criopreservacdo de embribes € amplamente utilizada na area de
biotecnologia de animais domeésticos permitindo o armazenamento de materiais
biolégicos por tempo indeterminado sem que estes percam a sua atividade funcional
e sem que ocorra alteracdo genética. Os dois métodos de criopreservacao mais
amplamente utilizados sdo o congelamento tradicional e a vitrificacdo (BERTHELOT
et al., 2003).

O método convencional, no qual se utiliza baixas concentracdes de
crioprotetores com lenta permeabilidade e refrigeracdo controlada por equipamento
de congelacdo programavel, é o mais utilizado para criopreservacdo da maioria dos
embrides de mamiferos (VAJTA; NAGY, 2006).

Segundo Lopez-Bejar et al. (1994), o sucesso no processo de
criopreservacdo da célula depende da velocidade do congelamento e da
composicdo da solucdo onde as células sdo congeladas. Inicialmente, a agua
extracelular congela, no momento em que a célula se aproxima do ponto de
congelamento, removendo o liquido extracelular, fato que acarreta um aumento de
osmolaridade. Com esse desequilibrio osmotico, a agua é retirada da célula para o
compartimento extracelular, ocasionando uma diminuicdo do volume celular. Uma
adequada desidratacdo celular depende da velocidade do congelamento de forma a
ndo provocar uma lise da célula. Se o congelamento for muito lento, o equilibrio
permanecera constante e a célula ficara exposta ao crioprotetor e ao estresse
osmoético por tempo prolongado, fato que poderd acarretar a morte celular. Ao
contrario, no caso de congelamento muito rapido, a desidratacdo sera insuficiente e
causara a formacao de gelo intracelular ocasionando a lise da célula na ocasiao do
descongelamento.

Sao adicionados crioprotetores ao meio de criopreservacdo visando o
aumento da viscosidade da solugdo e maior equilibrio osmético entre solugédo e
material biologico. Estas substancias tém baixo peso molecular e séo usadas com o
intuito de impedir injurias as células referentes a formacédo de cristais de gelo e ao
choque osmoético. Para ndo acarretar danos as células, mesmo com uma velocidade
de descongelamento controlada, ha necessidade da utilizagdo de crioprotetores. O

emprego dos crioprotetores tem como objetivo melhorar a taxa de sobrevida das
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células durante o processo de congelamento e descongelamento. (VAJTA; NAGY,
2006).

Os crioprotetores podem permanecer no interior da célula ou fora dela, sao
divididos entdo em duas categorias: permeaveis e ndo permeaveis. Os primeiros
correspondem a pequenas moléculas que penetram pela membrana celular, formam
pontes de hidrogénio com moléculas de &gua intracelulares e diminuem a
temperatura de congelacao, prevenindo a formacdo dos cristais de gelo. Como
exemplos, tém-se o propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol, dimetilssulféxido (DMSO),
entre outros. Os crioprotetores ndo permeaveis permanecem no meio extracelular,
retirando a agua livre e levando a desidratacdo do espaco intracelular por efeito
osmotico (VAJTA; NAGY, 2006).

As funcbes desempenhadas pelos crioprotetores sdo complexas, contudo,
admite-se que uma das principais seria diminuir o ponto de congelamento da
solucéao (VAN DER ELST et al., 1995).

Frequentemente, os crioprotetores sdo toxicos para as células. Estudos com
criopreservacdo de embrides mostram que sua susceptibilidade a crioinjarias varia
de acordo com o estadio de desenvolvimento, espécie e origem do embrido, também
relatam a interferéncia do tipo e da concentracdo do crioprotetor, relacionando-os a
embriotoxicidade e permeabilidade celular (BARIL et al., 2001).

Devido a producdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (EROs), o
processo de criopreservacdo pode afetar a estrutura e o metabolismo celular
comprometendo a sobrevivéncia celular pos-descongelacdo. Na tentativa de
minimizar e/ou eliminar os possiveis danos provocados pela producdo de EROs
durante a criopreservacdo, alguns autores tém testado a adicdo de agentes

antioxidantes ao meio de congelacao (TIRELLI et al., 2005).

4 OBJETIVOS

Obijetivo geral
Avaliar o efeito da suplementacdo via oral de vitamina E e/ou selénio no
namero e na qualidade de embrides antes e apds criopreservacdo, de coelhas

superovuladas.
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Obijetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementagéo via oral com vitamina E e/ou selénio no
namero de estruturas recuperadas, na qualidade morfologica dos embrides viaveis,
na resisténcia frente ao processo de criopreservacdo de embrides de coelhas

superovuladas.

5 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Setor de Cunicultura da Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia (UFRB), em Cruz das Almas — BA, no periodo de marco a
julho de 2012. Foram utilizadas 24 coelhas (Oryctolagus cuniculus) pluriparas da
raca Nova Zelandia. Os animais foram alojados em gaiolas suspensas de arame
galvanizado, providas de bebedouros e comedouros, recebendo agua, rami
(Boehmeria nivea) e racdo comercial ad libitum.

As fémeas foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado,
em quatro grupos (G) com 6 repeticbes cada, sendo G1: composto por fémeas
superovuladas sem suplementacdo com vitamina E e selénio, G2: composto por
fémeas superovuladas com suplementacdo de 4,8mg de vitamina E (LOWE, 1998),
G3: composto por fémeas superovuladas com suplementacdo de 0,006mg de
selénio, segundo dose sugerida para reproducéo pelo Manual de formulacdo de
racdo e suplementos para coelhos (MACHADO et. al., 2011) e G4: composto por
fémeas superovuladas com suplementacédo de 4,8mg de vitamina E e 0,006mg de
selénio.

A suplementacdo foi feita via oral, diariamente, por um periodo de 28 dias,
antes do tratamento superovulatorio, sempre as 6 horas da manha. A administracéo
foi feita com o auxilio de uma seringa desprovida de agulha, os animais do grupo
controle receberam agua via oral, com o objetivo de serem submetidos ao mesmo
grau de manipulacdo dos animais tratados (Figura 1).

O protocolo superovulatério consistiu da aplicacdo de uma Unica dose de 40
Unidades Internacionais (Ul) de gonadotrofina coribnica equina (eCG), via

intramuscular, seguida da aplicacdo intramuscular de 40Ul de gonadotrofina
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coribnica humana (hCG) (Figura 2), 48h apdés, e logo em seguida as coelhas foram
submetidas a cobertura natural, utilizando uma propor¢cao macho:fémea de 1:1.

b

Figura 1. Suplementacao. Figura 2. Superovulacéo.

Para coleta dos embrides, os animais foram pesados e eutanasiados 72 horas
apos as coberturas, utilizando 1,5mL de ketamina, 0,6mL de xilazina e 0,6mL de
acepromazina por via IM, seguindo-se a aplicacdo de 1,7mL de cloreto de potassio
por via 1V, segundo o Conselho Regional de Medicina Veterinaria (CRMV). Apds
eutanasia dos animais foi retirado o aparelho genital, com pesagem dos ovarios,
para posterior calculo do indice gonadossomatico. Os ovarios foram levados ao
estereomicroscopio, para contagem do numero de foliculos e de corpos luteos
presentes.

Os cornos uterinos foram lavados com meio Dulbecco modificado (PBS),
aguecido a 37°C e enriquecido com BSA 0,4%. O mesmo foi introduzido com o
auxilio de um escalpe numero 08. Foram realizadas duas lavagens por corno uterino
com, aproximadamente, 10 mL de meio/lavagem/corno. Os cornos uterinos foram
levemente massageados e o efluente foi recolhido em placas de Petri quadriculadas
(Figura 3).

ApoOs este procedimento, os embrides foram identificados e classificados com
o auxilio de um estereomicroscopio (10X a 40X), quanto ao estadio de
desenvolvimento e quanto ao aspecto morfolégico (Figura 4), segundo a
classificagcdo proposta pela Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS) (STRINGFELLOW, SEIDEL, 1999). Foi calculada a taxa de recuperagao
embrionaria: [(nUmero de estruturas coletadas/nimero de corpos lUteos totais) x
100], segundo Boiti et al. (1996).
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Figura 3. Lavagem uterina. Figura 4. Embrides.

Apébs avaliagdo morfolégica, os embrides denominados de Grau | e Il foram
lavados utilizando meio de manutencdo Holding®, passando-se por cinco lavagens
sucessivas. Utilizando-se o método convencional de envase em palhetas francesas
de 0,25 mL, os embrides foram levados para o meio de criopreservacao, contendo
1,4 M de etilenoglicol, em duas passagens seriadas, de no maximo 15 minutos e
envasados. ApOs aquecer as extremidades das palhetas selando-as, estas foram
encaminhadas para maquina de congelagdo TK300, utilizando uma curva saindo da
temperatura ambiente até -6°C, com permanéncia nessa temperatura durante 10
minutos para realizacdo da cristalizacdo, com uma segunda rampa com velocidade
de 0,5°C por minuto até alcancar a temperatura de -32°C, estabilizacdo por 5
minutos e depois mergulhados em nitrogénio liquido.

Apos criopreservacdo os embrides foram descongelados em banho-maria a
temperatura de 37°C por 30 segundos, transferidos para o meio de manutengéo
Holding® e avaliados novamente quanto a qualidade morfologica, segundo as
normas preconizadas pela IETS (STRINGFELLOW; SEIDEL, 1999).

Foram realizadas mensuracdes bioclimaticas diariamente durante o periodo
de suplementacdo (Figura 5), utilizando termdmetro digital de ambiente
(Supermedy®, Sdo Paulo, SP, Brasil) e termo-higro-anemdmetro luximetro digital
modelo THAL-300®.
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Figura 5. (A) Temperatura maxima (°C) e (B) Umidade relativa do ar (%) durante o

periodo de suplementacéo.

Os dados foram avaliados por ANOVA e foi feito o teste de comparacéo de
meédias Tukey com o programa SISVAR verséo 5.1 1999 - 2007.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para peso do ovario direito, peso
do ovario esquerdo e indice gonadossomatico (IGS), isso mostra que o percentual
de massa corporal alocado nos ovéarios foi similar entre os quatro grupos (Tabela 1).
O IGS corresponde a propor¢cdo do peso corporal alocada em ambos os ovarios,
sendo um dado que corrobora para a observacao da influencia da vitamina E e do
selénio sobre o aparelho genital das fémeas. Nos quatro grupos o valor médio
encontrado para o IGS foi de 0,02%.

Para resposta superovulatéria ndo foi encontrada diferenga significativa
(P>0,05) entre os grupos, por meio das avaliacdes do numero total de foliculos, de
corpos luteos, de estruturas totais recuperadas, taxa de recuperagdo embrionaria, do
namero de embrides viaveis e do numero de embrides degenerados (Tabela 1).

O numero médio de foliculos encontrado nos ovarios das coelhas
superovuladas foi de 18,77; 23,93 corpos IUteos totais e taxa de recuperacdo media

de 55,23%, enquanto Andreazzi et al. (2006), em seu trabalho observaram uma
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média de 2,0 foliculos no ovario direito e 3,1 no ovario esquerdo; 11,7 corpos luteos
no ovéario direito e 11,6 no ovario esquerdo, e a taxa de recuperacédo de 38%, para
coelhas Nova Zelandia que também foram superovuladas com 40 Ul de eCG.

Os valores médios de estruturas totais, embrides viaveis e embrides
degenerados encontrados para o0s quatro grupos foi de 13,1; 12,39; 0,74
respectivamente, foram superiores as médias apresentadas pela pesquisa de
Andreazzi et al. (2006) que encontraram valores médios de 8,9; 7,8 para estruturas
totais e embrides viaveis, respectivamente e inferior ao valor médio encontrado para

embrides degenerados que foi de 0,8.

Tabela 1. Resposta superovulatéria e viabilidade embrionaria de coelhas

suplementadas com vitamina E e/ou selénio por via oral

Parametro Gl G2 G3 G4

Peso OD (g) 0,24+0,10 0,24+0,13 0,21+0,12 0,21+0,07
Peso OE (g) 0,22+0,11 0,26+0,13 0,18+0,12 0,24+0,09
IGS (%) 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01
Nuamero de foliculos 24,17+11,57 17,17+4,45 10,07+4,44 23,67+12,29
NUmero de CL 31,17+£13,41  23,8315,34 16,3945,77  24,33+10,56
Taxa de recuperacéo (%) 61,64+29,88 51,57+29,54  56,37+24,37 51,34+31,43
Numero de estruturas

recuperadas 16,17+4,12 12,83+8,40 10,73+4,87 12,67+10,11
Numero de embrides viaveis 15,50+4,68 12,50+8,53 9,92+6,65 11,67+9,27
Numero de embribes

degenerados 0,67+1,21 0,33+0,82 0,97+2,24 1,00+1,55

G1= sem suplementacéo de vitamina E e selénio; G2= com suplementacdo de 4,8mg de vitamina E;
G3= com suplementac¢do de 0,006mg de selénio; G4= com suplementacédo de 4,8mg de vitamina E e
0,006mg de selénio.

OD= ovario direito, OE= ovério esquerdo, IGS= indice gonadossomético, CL = corpo luteo.

Foi encontrada diferenca significativa (P<0,05) para classificacdo morfolégica
embrionéria, sendo que o grupo 1 (fémeas superovuladas sem administragdo de
vitamina E e selénio) apresentou um valor médio de 13,33+5,01 moérulas, valor este
superior aos apresentados para o0s demais grupos, sendo estes 4,00+3,85,
2,81+2,61, 2,67+2,94, para os grupos 2, 3 e 4, respectivamente (Tabela 2). Isso
mostra que as fémeas que receberam suplementacado de vitamina E (G2), de selénio

(G3) e de vitamina E e selénio (G4) apresentaram embrides com estadio de
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desenvolvimento diferenciado se comparado as coelhas do grupo controle (G1). Nao
houve diferenca significativa (P>0,05), para os valores encontrados para morula

compacta, blastocisto, blastocisto inicial e blastocisto expandido (Tabela 2).

Tabela 2. Estadio do desenvolvimento embrionario de coelhas suplementadas com

vitamina E e/ou selénio por via oral

Parédmetro Gl G2 G3 G4
Mérula 13,33+5,01a 4,00+3,85b 2,81+2,61b 2,67+2,94b
Mérula compacta 2,00£2,10 6,50+7,69 5,61+4,87 7,83+8,40
Blastocisto 0,00+0,00 0,83+2,04 1,34+1,79 0,50+1,22
Blastocisto inicial 0,17+0,41 0,33+0,82 0,80+0,84 0,67+1,21
Blastocisto expandido 0,00+0,00 0,83+2,04 0,51+0,45 0,00+0,00

G1= sem suplementacdo de vitamina E e selénio; G2= com suplementacdo de 4,8mg de vitamina E;
G3= com suplementacao de 0,006mg de selénio; G4= com suplementacéo de 4,8mg de vitamina E e
0,006mg de selénio

Médias seguidas por letras diferentes em uma mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

N&o foi encontrada diferenca significativa (P>0,05) nos valores apresentados
quanto ao aspecto morfolégico, segundo a classificacdo proposta pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) (STRINGFELLOW,; SEIDEL,
1999) para embrides grau I, Il e Ill antes e apds o processo de criopreservacao
(Tabela 3).

Tabela 3. Qualidade morfolégica embrionaria antes e apds a criopreservacao obtidas

de coelhas suplementadas com vitamina E e/ou selénio por via oral

Antes da criopreservacéo G1 G2 G3 G4
Embri6es Grau | 8,67+4,68 11,33+9,40 7,90%4,98 7,17+£5,27
Embri6es Grau Il 4,00+3,29 1,00+1,26 2,04+2,86 3,00£3,22
Embri6es Grau Il 2,83+£3,06 0,17+0,41 0,40+0,55 1,50+2,81
ApOs a criopreservagao Gl G2 G3 G4
Embrides Grau | 4,17+3,37 3,33+3,67 4,25+3,10 4,00+5,52
Embrides Grau Il 5,3314,41 3,33+2,07 4,00+3,16 3,80+4,92
Embrides Grau Il 4,33+3,61 2,831£2,32 2,25+2,63 2,40+2,88
Embrides degenerados 2,17+2,23 3,00+3,22 2,2+4,50 3,80+4,15

G1= sem suplementacdo de vitamina E e selénio; G2= com suplementacado de 4,8mg de vitamina E;
G3= com suplementac¢éo de 0,006mg de selénio; G4= com suplementacéo de 4,8mg de vitamina E e
0,006mg de selénio.
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Esperava-se que a suplementacdo com selénio, que é um micromineral
antioxidante, que atua especificamente na melhora da sobrevivéncia embrionaria
(ASHWORTH, 1995); e/lou da vitamina E, antioxidante lipossolivel que protege as
células das espécies reativas ao oxigénio in vivo e in vitro, e acredita-se ser o
sequestrador destas nas membranas celulares de mamiferos (SIKKA, 2004);
houvesse uma melhora na resisténcia dos embrides frente ao processo de
manipulacéo e criopreservacao.

O selénio age com a vitamina E para proteger as membranas e organelas
celulares de danos oxidativos (MAHAM; ESCOTT-STUMP, 1998). Contudo, as
dosagens utilizadas ainda ndo sdo padronizadas e definidas para as diversas
espécies animais, para avaliar seus efeitos nos processos reprodutivos, sendo
assim, a vitamina E e o selénio, nas doses de 4,8 mg e 0,006mg, respectivamente,
ndo influencia na qualidade embrionaria de coelhas Nova Zelandia, nas condic¢des
deste trabalho.

N&o foram encontrados, na literatura, dados a respeito da administracéo, via
oral, de vitamina E e selénio e seus resultados sobre os parametros reprodutivos,
incluindo resposta superovulatéria e qualidade embrionaria antes e ap0s o processo
de criopreservacédo em coelhas.

7 CONCLUSAO

Desta forma, conclui-se que a suplementacdo de 4,8mg de vitamina E e/ou
0,006mg de selénio, durante 28 dias antes do processo superovulatorio, ndo
influenciou na resposta superovulatéria e na qualidade embrionaria antes e apés o

processo de criopreservacado de embrides de coelhas Nova Zelandia.
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