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EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DE AZADIRACHTA INDICA NA SINCRONIZAGAO DO CICLO CELULAR DE FIBROBLASTOS BOVINOS
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Q sucesso da transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS) depende, inicialmente, da sincronia do ciclo celular entre o nucleo doador e o
citoplasma receptor. Diversos agentes tém sido testados para essa sincronizagdo, porém com eficiéncia limitada. Componentes da planta
Azadirachta indica A. Juss (popularmente conhecida como neem) também estdo sendo avaliados para essa finalidade e podem ser uma
alternativa para a sincronizagdo do ciclo em células doadoras de niicleos para a TNCS. O objetivo do trabalho foi avaliar diferentes concentragdes
dp extrato etandlico de neem como sincronizadores para a fase G0/G1 do ciclo celular de fibroblastos bovinos. O extrato foi obtido por maceragao
dinamica e, apds a extragao, foi rotaevaporado, para oblengao de um residuo seco. Fibroblastos bovinos, coletados de vaca da raga Gir foram
cultivados em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e incubados a 37°C, 5% CO2 e 95% de umidade do ar. Apds a
obtengéo de 70% de confiuéncia celular, o extrato foi adicionado s células nas seguintes concentragdes: 0 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL , 200
Hg/mL e 300 pg/mL, com tempos de exposigao de 12 e 24 h. Simultaneamente, foi preparado um controle com soroprivagao (células cultivadas
em DMEM acrescido de 0.5% SFB por trés dias). Foram realizadas trés repeticdes em triplicata para cada concentragéo e grupo controle. A leitura
do ciclo celular dos fibroblastos foi realizada em citdmetro de fiuxo (Facs Callibur, Becton Dickinson, San Jose, EUA), e os histogramas de DNA
foram analisados no programa WinMDI, para determinacao da porcentagem de células nas fases GO/G1, S e G2 do ciclo celular. Os resultados
foram analisados pela andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Student Newman Keuls. As concentragoes de 100 pg/mL (88,6
+0,3%) e 200 pg/mL (88,4 + 0,4%), ambas com tempo de exposigo de 24 h, foram mais eficientes (P < 0,05) em manter o ciclo celular na fase
GO/G1 do que as demais concentragoes, com taxas similares (P > 0,05) ao grupo com soroprivag&o (89,4 + 0,3%). Conclui-se que o extrato
etandlico da planta Azadirachta indica A. Juss é capaz de sincronizar o ciclo celular de fibroblastos bovinos, mantendo as células em GO/G1.
Novos estudos sao necessérios para se avaliar a reversibilidade da manutengao do ciclo celular nessa fase e viabilidade das células para a TNCS,
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Objetivou-se avaliar a influéncia da alta ou baixa ingestdo de matéria seca (MS) elou energia na qualidade ovécitaria e produgéo in vitro de
embrides. Foram utilizadas 32 vacas Nelores ndo lactantes, com idade entre 4 e 10 anos, peso corporal (PC) de 489,5 + 11,3 kg e ECC 3,25
(escala de 1 a 5). As vacas foram confinadas em baias, com dois animais por baia. Apés 15 dias de adaptagdo, as vacas foram agrupadas
conforme o PC inicial e divididas aleatoriamente em quatro grupos. O grupo mantenca (M) recebeu dieta de manutengéo consumindo 1,2% de MS
por kg de PC. O grupo restrigao (0,7M) recebeu o equivalente a 70% do fornecido ao grupo M, ou seja, 0,84% de MS por kg de PC. O grupo alta
ingestéo (1,5M) recebeu 150% do- oferecido ao grupo M, ou seja, 1,8% de MS por kg de PC. O grupo energia (E) recebeu uma dieta com
quantidade de MS semelhante ao grupo M, porém, com niveis energéticos equivalentes ao grupo 1,5M. O delineamento do estudo foi em
crossover, portanto, os animais passaram por todos os tratamentos. Foram realizadas quatro seces de aspiragdo folicular (OPU) com 42 dias de
intervalo. Os ovdcitos recuperados foram classificados e no laboratério da Empresa In vitro Brasil, os procedimentos de produgéo in vitro foram
realizados. Os dados foram analisados por meio do PROC GLIMMIX do SAS e as médias sdo apresentadas na forma de quadrados minimos +
EP, sempre seguindo a ordem dos grupos M, 0,7M, 1,5M e E. Foram aspirados mais ovécitos totais (20,2 +2,0b; 23,0 + 2,3a; 21,5 + 2,2ab e 20,1
+2,0b; P=0,02) e viaveis (14,4 £ 1,6b; 17,0 £ 1,9a; 15,7 + 1,7ab e 14,1 + 1,6b; P=0,006) por vaca por OPU no grupo 0,7M do que nos grupos M e
E. Entretanto, néo houve diferenga no nimero de ovécitos atrésicos e degenerados por grupo (5,7 £ 0,6; 5,7 +0,6; 5,6 + 0,6 e 5,7 + 0,6; P=0,99).
Em relagéo ao nimero de clivados, o grupo 0,7M foi superior ao grupo M (10,7 + 1,4b; 13,4 + 1,7a; 12,6 + 1,6ab e 11,7 £ 1,5ab; P=0,04). O
numero de blastocistos produzidos foi similar entre os grupos (5,4 + 0,8; 6,9 +0,9; 5,9 + 0,8 & 6,6 £ 0,9; P=0,15). Também nao houve diferenga
entre os grupos quanto a porcentagem de ovécitos viaveis (72,8; 75,4; 72,9 e 71,7%; P=0,41) e de blastocistos (31,9; 30,6; 31,1 e 34,0%; P=0,67)
sobre o total de ovdcitos aspirados ou de blastocistos sobre o nimero de clivados (52,7; 53,2; 46,5 e 56,4%: R=0,14). Apesar de ter havido uma
aparente vantagem da restrigao alimentar no nimero de ovdcitos viaveis, totais e na clivagem em relagao aos demais grupos, isso nao refletiu na
produgéo final de blastocistos. Da mesma forma, contrariando nossa hipotese inicial, a alta ingestéo de MS ou energia por um periodo de 42 dias
nao parece ter comprometido a produgao in vitro de embrides de fémeas Nelore. '
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