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RESUMO

A PIVE (producéo in vitro de embrides), € uma biotécnica reprodutiva que
proporciona um alto ganho genético com multiplicacdo de caracteristicas de um
produto que seria gerado a partir de apenas uma gestacdo. Existem varios
fatores que podem influenciar a eficiéncia da PIVE, entre eles, os ambientais e
climaticos. O clima pode afetar a qualidade dos odcitos, do sémen e as etapas
laboratoriais da PIVE. Com o presente trabalho, objetivou-se identificar como a
variagdo climatica influencia a produgéo in vitro de embrides bovinos (Bos taurus)
na regido de Uberlandia, MG, Brasil, minimizando-se os efeitos oriundos do
touro. Para tal foi realizado o teste de correlacdo de Spearman entre os fatores
climéticos (precipitagéo total, umidade relativa do ar, temperatura do ar, presséo
atmosférica e radiacao global no dia e durante os 31 dias anteriores a coleta dos
oocitos) e os resultados de rotinas de PIVEs (taxas de clivagem, de
desenvolvimento embrionario e de blastocistos) realizadas nos anos de 2019,
2020, 2021 e 2022 em um laboratério de Uberlandia. Todas as rotinas de PIVE
foram realizadas com partidas (ejaculados) de sémen congelado de um mesmo
touro, coletadas em um mesmo més. Os resultados da analise, utilizando-se os
dados dos 31 dias anteriores a coleta dos o06citos apresentaram uma correlacéo
positiva significativa com a umidade relativa do ar em relacdo a taxa de
blastocisto e ao desenvolvimento embrionario. Também foi observada uma
tendéncia de correlacdo positiva na precipitacdo no dia da coleta dos odécitos
com o desenvolvimento embrionario. Esses resultados podem ser justificados
porque quando a umidade relativa estd muito baixa pode haver estresse, pois 0s
processos de evaporacao ocorrem mais rapidamente, o que pode resultar em
irritac@o na pele e desidratacdo. J& no periodo chuvoso, quando a umidade do ar
€ mais elevada na regido de Uberlandia, as temperaturas ndo sao téo elevadas,
pois séo amenizadas pelo clima nublado. Conclui-se que na regido de Uberlandia,
os fatores climaticos pouco influenciam os resultados da producao in vitro de
embrides, quando minimizado o efeito touro. No entanto, a coleta de o6citos em
periodos com niveis mais elevados de umidade do ar e precipitagdo de chuva

pode beneficiar a eficiéncia de PIVEs

Palavras-chave: FIV, PIVE, clima, fotoperiodo, umidade, odcitos



ABSTRACT

IVEP (in vitro embryo production) is a reproductive biotechnology that provides a
high genetic gain by multiplying characteristics of a product that would be
generated from just one gestation. There are several factors that can influence
the efficiency of IVEP, including environmental and climatic factors. Climate can
affect the quality of oocytes, semen, and the laboratory stages of IVEP. With the
present study, the aim was to identify how climatic variation influences the in vitro
production of bovine embryos (Bos taurus) in the region of Uberlandia, MG,
Brazil, minimizing the effects from the bull. For this purpose, the Spearman
correlation test was conducted between climatic factors (total precipitation,
relative air humidity, air temperature, atmospheric pressure, and global radiation
on the day and during the 31 days prior to oocyte collection) and the results of
IVEP routines (cleavage rates, embryonic development, and blastocyst rates)
performed in the years 2019, 2020, 2021, and 2022 in a laboratory in Uberlandia.
All IVEP routines were performed with ejaculate from the same bull, collected in
the same month. The results of the analysis using data from the 31 days prior to
oocyte collection showed a significant positive correlation with relative air
humidity regarding blastocyst rate and embryonic development. There was also
a trend of positive correlation with precipitation on the day of oocyte collection
and embryonic development. These results can be justified because when
relative humidity is very low, there may be stress due to faster evaporation
processes, which can result in skin irritation and dehydration. In the rainy season,
when air humidity is higher in the Uberlandia region, temperatures are not as high
because they are mitigated by cloudy weather. It is concluded that in the
Uberlandia region, climatic factors have little influence on the results of in vitro
embryo production when minimizing the bull effect. However, oocyte collection
during periods with higher levels of air humidity and rainfall can benefit IVEP

efficiency.

Keywords: IVF, IVEP, climate, photoperiod, humidity, oocytes
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1. INTRODUCAO

No Brasil, em 2022, todo o ramo pecuario (incluindo criacdo, industria,
servicos e insumos) foi responsavel por 6,93% do Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro, segundo dados do Centro de Estudos Avancados em Economia
Aplicada (Cepea), da Esalg/USP, com enorme potencial de crescimento, uma
vez que as biotecnologias que exigem mais tecnologias e operacdes
relacionadas a producdo e reproducdo, possuem custos iniciais maiores na
implantacéo, dificultando economicamente sua aplicacdo para parte de

produtores rurais.

Algumas biotécnicas aplicadas a reproducao de bovinos, foram criadas
com o intuito de potencializar e acelerar resultados relacionados ao ganho de
valor genético, pois permite o uso de od6citos de fémeas saudaveis com alto valor
genético para producdo in vitro de embrido para serem transferidos para
receptoras com valor genético inferior (Mello et al., 2016), permitindo que uma
vaca com parametros genéticos excepcionais, limitada a um parto por ano, possa

gerar mais de uma centena de descendentes.

O Brasil, foi considerado o 2° maior produtor de embrides em 2022 e
referéncia comercial na area (Viana, 2022). A producao in vitro de embrides
bovinos (PIVE), foi iniciada na década de 90 (Vizona et al., 2020). A PIVE em
bovinos ganha destaque nas pesquisas em biotecnologia da reproducao
buscando potencializar a producéo de carne e leite, setor que apresenta grande
importancia socioeconémica no Brasil (Beletti, 2013). Tal biotécnica se baseia
na utilizacado de uma doadora dos gametas femininos, sémen do reprodutor com
0S gametas masculinos e uma receptora dos embrides. A producgdo in vitro de
embrides tem como principais fases a coleta dos odcitos, maturagdo in vitro
(MIV), fecundacéo in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV) e transferéncia de embrides
(TE) produzidos in vitro (OLIVEIRA et al., 2014).

A producao de embrides, requer cuidados e conhecimentos para que se
chegue a bons resultados. O sucesso da PIVE depende diretamente da
qualidade dos odcitos (Swain; Pool, 2008), dos espermatozoides utilizados na

fertilizacdo (Hansen, 2006) e das condi¢des de cultivo in vitro (controle do pH,
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osmolaridade, temperatura e tensdo de CO2) (Lonergan; Fair, 2008). Mesmo
com o grande numero de pesquisas e 0 avan¢o nas metodologias, a producao
de blastocisto na primeira década do século 21, apresentava um indice de
sucesso baixo (30-45%) e o sucesso de implantacao de embrides transplantados
também baixo (40-60% dos blastocistos transferidos) (Kane, 2003; Rubin, 2006).
Zanin (2013), trabalhando com diferentes racas e mais de 3500 odcitos viaveis
obteve taxa de blastocistos de 26,9% e sucesso de implantacdo de embrides
transplantados de 28,9%. Isso demonstra a dificuldade de obtengéo de bons
resultados na utilizagao desta biotecnologia.

Quando levamos em consideracdo a grande extensdo do Brasil, ha
diferentes climas e as estacbes ndao sdo bem definidas, pois a localizag&o
geografica esta situada, em sua totalidade, a oeste do meridiano de Greenwich;
a linha do equador passa no extremo norte do Brasil, sendo 7% no hemisfério
setentrional e 93% hemisfério meridional. Cortado ao sul pelo trépico de
Capricornio, apresenta 92% do territério na zona intertropical; os 8% restantes
estdo na zona temperada do Sul (Francisco, 2022). Dessa forma, caracteriza-se
em grande parte do Brasil, estacao “chuvosa” e “seca”, variando em cada regiao.
Essas caracteristicas interferem na temperatura e umidade ambiente,

fotoperiodo, qualidade e disponibilidade de pasto, entre outras variaveis.

Todas estas varidveis podem interferir na qualidade dos odcitos
produzidos, o que pode influenciar a reproducédo a campo e principalmente, a
PIVE (Rivera et al., 2000; Maya-Soriano et al. 2013; Rensis et al. 2017; Béaez et
al., 2022). Aléem da qualidade dos od0citos o clima pode influenciar diretamente a

diversas etapas da PIVE (Lonergan; Fair, 2008).

Portanto, conhecer como as caracteristicas climaticas e ambientais
influenciam as PIVEs realizadas na regidao do Triangulo Mineiro € importante
para conceber possiveis acdes que poderiam minimizar os efeitos ambientais

negativos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovogénese

A ovogénese é o processo de desenvolvimento das células germinativas
primordiais (CGPs) até o estagio de odcito haploide fecundado (Russe, 1983).
Este processo inicia-se no desenvolvimento embrionario da fémea, quando as
CGPs migram do saco vitelinico para a crista gonadal | (Peters, 1970) pela
influéncia de fatores como o fator transformador de crescimento B (TGF B) e
proteinas morfogenéticas 6sseas (Ying et al., 2001; Sanchez; Smitz, 2012). Apos
chegarem as cristas gonadais, as CGPs passam por varias divisdes celulares,
dando origem a duas linhagens celulares: uma que se torna ovogénia (Gordon,
1994) e outra que continua em interfase, periodicamente se dividindo para formar
novas CGPs (Hirshfield, 1991).

As ovogbnias sdo chamadas de odcitos primarios quando realizam a
primeira divisdo meiotica e interrompem o processo no estagio de dipléteno na
profase |, onde os cromossomos se encontram descompactados e localizados
na vesicula germinativa (VG) (Picton et al., 1998; Smitz; Cortvrindt, 2002). Essas
células permanecem em diploteno até que a fémea alcance a puberdade e, sob
a influéncia do horménio luteinizante (LH), o o6cito retoma a meiose (Betteridge
et al., 1989; Figueiredo et al., 2008).

Na puberdade, o pico pré-ovulatério de LH leva ao rompimento da VG e a
continuacdo da meiose, progredindo para a metafase | e teléfase |, resultando
na extrusao do primeiro corpusculo polar e na formacao do odcito secundario
(Betteridge et al., 1989). Nesse estagio, ha uma segunda interrup¢do na meiose.
Quando o odécito é fertilizado por um espermatozoide, ele completa a segunda
divisdo meidtica, resultando na liberacdo do segundo corpusculo polar (Moore;
Persaud, 1994).

2.2. Producdo in vitro de embrides bovinos

A PIVE, é uma biotecnologia da reproducdo que promove alto ganho
genético em curto espaco de tempo. Caracteriza-se pela obtenc&o (in vivo ou
post-mortem) e maturacdo in vitro (MIV) de odcitos de doadoras; apds a
preparacao dos mesmos segue a fertilizagdo in vitro (FIV) dos od6citos maturados
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e cultura (CIV) de embrides, que dessa forma podem ir para transferéncia a
fresco ou criopreservacgdo. Esse processo, mesmo com muitos estudos recentes,
envolve fatores desconhecidos, o que reflete no potencial e eficiéncia dessa
biotecnologia (Costa et al., 2021). Desta maneira, existe um grande potencial de
crescimento, levando em consideragéo que ainda ha margem para crescimento.
Na pecuaria, tais biotecnologias reprodutivas sdo essenciais para aumentar e
potencializar o melhoramento genético do rebanho, ligados intrinsicamente a

eficiéncia produtiva e reprodutiva.

2.3. Influéncia da temperatura na producdo in vitro de embrides

Durante o desenvolvimento, o embrido € de certa forma suscetivel ao
estresse por calor principalmente durante o periodo pré-implantacdo (Garcia et
al., 2006; Biggers et al., 1987). Estudos mostram que o calor pode influenciar em
oocitos de vacas que foram submetidas a fertilizacdo in vitro, que foram menos
capazes de suportar o desenvolvimento para o estagio de blastocisto quando
coletados durante os periodos quentes do ano em comparacao com 0s periodos
frios (Gendelman, 2010). Aliado a isso, estudos mostraram que o principal efeito
do estresse por calor que irA comprometer esses embrides, sobre o seu
crescimento, ocorreu antes do 17° dia apds ocorrer a fecundacdo, € nesse
periodo em que a producdo de interferon-tau € essencial para a inibicdo da
secrecdo de PGF2, que causaria a prevencdo de uma possivel lutedlise

(Robinson et al., 2008), dessa forma ocorrendo a manutencéo da gestacao.

Além dos fatores ambientais que influenciam a fisiologia dos animais
doadores de gametas, também existem importantes fatores laboratoriais que
podem comprometer as etapas in vitro da producédo de embrides. Tais fatores
também podem ser influenciados pelo ambiente, pois apesar de em boa parte
da PIVE os gametas e embrides estarem em incubadoras com concentracéo de
CO2, temperatura e umidade controlados, existem momentos em que as
atividades séo realizadas em capela de fluxo laminar, cujo ambiente (COz,
temperatura e umidade) nédo é controlado (Lonergan; Fair, 2008). Portanto, o

clima também pode influenciar as etapas laboratoriais da PIVE.
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2.4. Influéncia das esta¢cdes do ano na qualidade de odcitos

Ao se observar as variedades de temperatura no decorrer dos meses do
ano, onde no outono e inverno predomina temperatura mais frias, umidade baixa
e dias mais curtos; no verao e primavera temperaturas mais quentes, umidade
mais alta e dias mais longos, percebemos a importancia de entender os fatores
que influenciam na qualidade dos odcitos, uma vez que esses serdo 0S
carreadores do genoma da fémea, em forma dos gametas femininos. De acordo
com alguns autores a fertilidade diminuida relacionada ao estresse por calor no
verdo € um problema de variadas causas; a hipertermia, por exemplo, pode
afetar a funcdo celular em véarios tecidos do aparelho reprodutor feminino
(Wolfenson et al., 2000; Hansen et al., 2001).

Ao ser comparado a qualidade de odcitos bovinos durante a estacéo
guente versus a estacéo fria do ano, foi-se notado um declinio acentuado nessa
qualidade ovocitaria (Rocha et al., 1998). Alguns estudos demontram que as
concentragfes de esterdides plasméticos foram reduzidas durante o estresse
por temperaturas mais altas em vacas em lactacdo e novilhas com aptidao
leiteira (Wilson et al., 1998). Ha relatos que demonstram que estresses
relacionados ao calor, podem reduzir o crescimento do foliculo dominante
(Badinga et al., 1993) e podendo causar também dominancia incompleta, que
podem resultar na ovolugdo de um foliculo mais envelhecido e menos viavel
(Mihm et al., 1999), aumentando também o crescimento de foliculos

subordinados (Wolfenson et al., 1995).

Relacionando ao fotoperiodo, o declinio da fecundidade durante a estacao
guente pode ndo somente ser associado com altas temperaturas, mas também
h&a uma queda da fecundidade nos paises onde as vacas leiteiras estdo dentro
do conforto térmico, podendo haver conexao com o fotoperiodo (Rensis et al.,
2017). Em fémeas bovinas de corte durante a estacdo quente, o fotoperiodo
modificou o desempenho reprodutivo. Uma das teorias é devido a diminui¢do da
secrecdo da melatonina durante o verdo, que poderia reduzir a frequéncia dos
pulsos de GnRH e consequentemente reduzindo a atividade do eixo hipotalamo-
hipofisario-ovariano reprodutivo (Garel et al., 1987). No geral, a melatonina pode

ter relacdo na queda de fertilidade do verdo (Rensis et al., 2017).
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3. OBJETIVO
Com o presente trabalho, objetivou-se identificar como a variacao
climatica influencia a producéo in vitro de embrides bovinos (Bos taurus) na

regido de Uberlandia, MG, Brasil, minimizando-se os efeitos oriundos do touro.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Dados das PIVEs

Foram utilizados os resultados de PIVEs realizadas do Laboratério de
Biologia da Reproducéo, sob coordenagéo do Prof. Dr. Marcelo Emilio Beletti em
Uberlandia, de outubro de 2019 a maio de 2022. Nas diversas rotinas realizadas
no laboratorio, foram utilizados milhares de oécitos. No entanto, para o presente
trabalho foram utilizados apenas os dados das rotinas realizadas com sémen
congelado de um Unico touro (touro padrao) e de partidas coletadas em um Unico
més. Desta forma, foi minimizada a influéncia ambiental sobre o macho, sendo,
portanto, o efeito ambiental sobre a fémea (qualidade de odcitos) e sobre a
técnica de realizacdo das PIVEs, os principais fatores que influenciaram os

resultados e que foram avaliados.

4.1.1. Obtencdao e selecdo de odcitos

Os ovérios foram coletados em dois abatedouros comerciais nas cidades
de Uberlandia e Araguari e transportados em uma garrafa térmica com soro
fisiologico a 37 °C até o momento da aspiracédo, cerca de 30 minutos apds a
coleta do dltimo ovario. No momento da aspiracao folicular, os ovarios eram
lavados em solugédo salina e mantidos em um banho maria a 37 °C durante todo
o procedimento. Através de seringas de 5 mL acopladas com agulhas de 18G,
aspirou-se o fluido folicular oriundo dos foliculos antrais, exceto os que
visualmente eram classificados como possiveis foliculos dominantes. Assim o
fluido foi transferido para tubos falcon de 50 mL, onde passaram por um processo
de sedimentacdo por cerca de 15 minutos. Em seguida, o sedimento foi
depositado em placas especificas e foi realizado o rastreamento de odcitos.
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4.1.2. Maturagéo in vitro (MIV)

Foram selecionados os odcitos classificados como grau | (ooplasma com
granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pellcida e de
coloragdo escura, com auséncia de vacuolos, e células do cumulo compactas
com varias camadas) e grau Il (ooplasma com pequenas &reas nao
homogéneas, preenchendo o interior da zona pellcida e de coloracéo escura,
com auséncia de vacuolos, e células do cumulo compactas com pelo menos
mais de 5 camadas) de acordo com a classificagdo de STOJKOVIC et al (2001),
pois representam os melhores odcitos em qualidade para PIVEs.

Os odcitos rastreados foram depositados em uma placa de poliestireno de
35 x 10mm, contendo meio de lavagem TCM — 199 HEPES (0,2 mM piruvato
sodico, 10 mM HEPES &cido, 10 mM de HEPES sddico, 5 mM bicarbonato de
sédio, 83 pg/mL de amicacina, suplementado com 10% de soro fetal bovino), e
a partir dessa placa foram selecionados segundo a classificacdo de Stojkovic
(2001), sendo contados e depositados em uma nova placa com meio de
lavagem. Uma terceira lavagem foi realizada em microgotas de 100 pL de meio
de lavagem, e apés foram divididos entre 6 gotas de 100 pL de meio de
maturagdo TCM 199 com bicarbonato (0,2 mM piruvato soédico, 26 mM
bicarbonato de sédio, 83 pug/mL de amicacina, 1 pg/mL FSH, 5 pug/mL LH,
suplementado com 10% de soro fetal bovino).

Finalmente, foram transferidos de 15 a 20 odcitos por gota de 100 L de
meio de maturacao, cobertas com 6leo mineral em placas de Petri de poliestireno
de 60 x 15 mm, e mantidos por cerca de 22h em estufa na temperatura de

38,5°C, umidade saturada e atmosfera de 5% de COz, para sua maturacao.

4.1.3 Selecao espermatica

A fim de selecionar os espermatozoides méveis, uma dose de sémen foi
descongelada em banho maria a 37°C por 30 segundos e foi depositada sobre
um gradiente de Percoll, preparado previamente, dessa forma formando um

sedimento com os espermatozoides com melhor motilidade.

4.1.4. Fertilizacao in vitro (FIV)



15

Os oo6citos maturados foram lavados trés vezes em meio Fert-TALP e
foram transferidos para gotas de 100 pL.

Do sedimento previamente separado, como descrito anteriormente, foram
retiradas duas aliquotas de 5 pL para determinar a motilidade progressiva e a
concentracdo em camara de Neubauer, depositando o pellet coletado em
contato com os 04citos maturados para que ocorra a fertilizacdo. A contagem da

clivagem foi realizada 48 horas apés a FIV.

4.1.5 Cultivo in vitro

Aproximadamente 24 horas apés a fertilizacdo in vitro, os provaveis
zigotos foram desnudados mecanicamente por pipetacdes sucessivas e foram
lavados por 3 vezes em gotas de 100uL de meio SOF e transferidos para gotas
de 100 pL do mesmo meio e cobertas com 6leo mineral em placas de poliestireno
de 60 x 15 mm, onde foram cultivados por 6 dias em estufa, com atmosfera de

5% de CO2, umidade saturada e temperatura de 38,5°C.

A taxa de clivagem foi determinada 48 horas apés a fertilizacéo in vitro por
meio de contagem dos zigotos que apresentavam duas ou mais células com o

auxilio de microscopio estereoscopico.

A contagem dos blastocistos foi realizada no sétimo dia apds a
fecundagdo de acordo com as normas preconizadas pela “International
EmbryoTransfer Society”. A taxa de blastocisto foi determinada em relagao ao
namero de odcitos iniciais e que chegaram a este estagio de desenvolvimento.
Também foi calculada a taxa de desenvolvimento embrionario, a qual foi
determinada em relagdo ao numero de od0citos que iniciaram a clivagem e

chegaram a blastocisto.

4.2. Dados meteorologicos

Tendo em vista que os ovarios coletados dos animais foram oriundos de
frigorificos de Uberlandia e regido, os dados meteorolégicos de Uberlandia,
Minas Gerais, foram coletados no site do Instituto Nacional de Meteorologia
Ministério da Agricultura e Pecuéria (INMET), onde é possivel se obter dados de

diversas cidades com esta¢Bes meteoroldgicas.
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Esses dados séo disponibilizados em planilhas no programa Microsoft
“‘EXCEL”,cada planilha é intitulada de INMET_SE_MG_A507_UBERLANDIA _
01-01-201x_A 31-12-201x, ilustrado na figura 1. Dentro das planilhas foram
analisados por volta de 178.560 dados. A cada hora os dados eram coletados
pelas estacbes e dispostos nas planilhas, eram disponibilizados os dados
relacionados com precipitacdo total (mm); pressdo atmosférica ao nivel da
estacdo (mb); radiacdo global (kj/m?2); temperatura do ar - bulbo seco (°C) e
umidade relativa do ar (%). Foram processadas as planilhas dos anos de 2019,
2020, 2021 e 2022. Para que o processamento fosse feito, de acordo com cada
indice, foram aplicados alguns conceitos estatisticos. Foram realizadas
avaliacoes do dia e avaliagcdes do més, de acordo com as rotinas no laboratorio,

ilustrado figura 2.

Na avaliacdo diaria coletamos os dados de precipitacdo acumulada no
dia, sendo feita a somatdria de precipitacdo a cada hora; na presséo atmosférica
foi realizada a média das 24 horas do dia; a radiacao global foi realizada a
somatoéria da radiacao que se incidiu durante as 24 horas do dia; na temperatura,
foi realizado a média do dia; e umidade relativa do ar, foi realizado a média do
dia.

Nas coletas mensais, foi padronizado a coleta de 31 dias antes até o dia
da rotina no laboratério. Dessa forma os dados coletados foram: precipitacao
acumulada no més, sendo feita a somatoria de precipitacdo a cada hora durante
os 31 dias; na pressao atmosférica foi realizada a média dos 31 dias; na radiacao
global foi realizada a média da somatoria da radiagéo diaria durante os 31 dias;
na temperatura, foi realizado a média do més; e umidade relativa do ar, foi

realizado a média do més.
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Figura 1: Imagem de uma planilha do INMET_SE_MG_A507_UBERLANDIA_01-01-
201x_A 31-12-201x

REGIZ0: SE

UF: MG

ESTAC?O UBERLANDIA

CODIGO (WMO) 4507

LATITUDE -18,217072

LONGITUDE -48,255657

ALTITUDE 874,77

DATA DE FUNDAC?O:  18/12/2002

Data Hora UTC  PRECIPITAPRESSAQ | PRESSAO | PRESSAD s RADIACAC TEMPERAT TEMPERAT TEMPERAT TEMPERAT TEMPERAT TEMPERAT UMIDADE UMIDADE UMIDADE VENTO, DI VENTO, Rf VENTO, VEI
01/01/2018 0000 UTC 0 3155 9157 5144 45 187 25,7 453 189 18 62 &3 68 74 24 0,1
01/01/2012 0100 UTC 0 2181 9151 9155 253 19,1 253 248 19,2 187 7 &7 =] 2 28 1
01/01/2012 0200 UTC 0 216 9164 016 48 19,3 25,3 245 194 19,1 7 =] 72 40 31 07
01/01/2012 0300 UTC 0 351 9151 9156 234 135 248 234 185 12 7 71 79 g 74 28
01/01/2018 0400 UTC 0 915,8 916,2 9155 223 19,2 23,4 223 19,7 19,1 83 79 82 347 74 21
01/01/2018 0500 UTC 0 916,1 916,1 915,38 21,4 18,6 223 21,4 19,2 18,6 84 82 84 17 66 28
£1/01/2018 0600 UTC 22 9168 9168 9161 w02 19,1 214 202 19,1 184 93 84 %3 61 6 26
01/01/2018 0700 UTC 8 3168 917 s168 20 12 202 0 19,2 12 £ 3 %4 35 55 22
01/01/2012 0800 UTC 16 9157 9168 9166 20,1 19,1 202 139 19,2 182 % 93 o3 334 75 2
01/01/2012 0900 UTC 0 w73 973 9167 17,1 20,1 188 202 201 19,1 185 % 2 2 348 64 17
01/01/2012 1000 UTC 0 a8 918 9172 1741 206 184 206 201 189 183 a3 88 &8 315 64 15
01/01/2018 1100 UTC 0 9186 918,6 918 536 21,2 18,6 21,2 206 18,7 18,3 B8 85 85 314 8,1 24
01/01/2018 1200 UTC 0 918,5 919,5 9186 00,1 22,2 18,7 22,4 21,2 19,1 18,5 85 80 80 307 66 21
£1/01/2018 1300 UTC 0 138 520 9195 18451 23,1 18,7 23,7 221 19,2 18,1 82 bl 77 323 5 17
01/01/2018 1400 UTC 0 3135 920 9196 28823 245 169 25,7 231 19,3 168 7% 61 &3 327 56 25
01/01/2018 1500 UTC 0 3132 9136  s192 28527 %66 177 26,7 25 187 16,7 65 58 58 313 56 23
01/01/2012 1600 UTC 0 2182 9193 9182 32023 %5 178 %2 255 187 17,1 63 57 59 205 76 22
01/01/2018 1700 UTC 0 74 9182 9174 33604 275 164 285 26 184 164 58 50 51 300 7.1 27
01/01/2012 1800 UTC 0 97 9174 917 32375 28,2 164 283 7 181 16,1 55 28 ) 291 67 25
01/01/2018 1300 UTC 0 916,5 917 9164  2BIB9 8,6 15,5 29 279 17,2 15,1 50 44 a5 334 62 1,9
£1/01/2018 2000 UTC 0 9162 9165 9161 17816 82 164 288 275 16,7 15,1 50 45 ES] 310 59 15
£1/01/2018 2100 UTC 0 9163 9163 9161  B64:8 74 155 284 274 166 155 51 47 a8 1 51 2
01/01/2018 2200 UTC 0 917 917 8163 1813 6,2 171 75 26,2 17,1 155 57 48 57 8 41 15
01/01/2012 2300 UTC 0 2181 9181 917 25,1 186 263 25,1 186 17,2 &7 57 &7 &7 47 17

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia Ministério da Agricultura e Pecuaria (INMET)

Figura 2: Imagem da planilha onde foi centralizado e processado os dados.

Dados PlVe | Dzdos meteorolégicos no dis | Dados Meteorolégicos usando 1més acumulads
= e e e e e 3 ‘ AT riRceRETaTi] I T = {rigscereerv RG]
Z2riz0Ta B 16 31452 B2 21228 7276 924 OK,3261745 209528194 2506191398 45,1355705 31 6495304
2a3N0i2019 8 12 3 B B 2T i 915,445 Z1405 24,86 55396 532 JIS8E5306 218791774 2614147651 47,9208054  F 6782545
ZBHIZ0T 5 8 3 dm it 3B 4 14,544 247465 25,144 £5.36 183 914,5880537 21154.2503 24 36973366 E12013423 3 855783
031212013 B8 3 BT 22w 36 28.2 913772 13325.4 22,952 8185 2674 914.5530201  13418.2581 2453335973 GE.2067114 i B01366
ToM2iz2013 B 8 3 S4i R 34 5.4 915,644 17536 22,832 7960 3674 9M.6336313  18053,7484 2392926174 703744966 # 553821.2
070712021 WoOB 2 4% B 40x i 520,004 518 19,616 37.24 26 920,2097987 157190305 2046933289 493892677 3 4872915
120072021 B35 2z 40k T dix i 920,54 17570,3 20,456 34,64 2,2 9205312752 163572548  20,4604027 457892677 3 5070743
18072021 8M 3 TR 4T BB i 921,856 18828,2 16,604 3788 0 5206778523 BEG1ZETI 2025134631 428308725 31 S16189.3
261072021 w7 1 41 ;24 T4 o 913.74 14114 20,504 38,88 0 9210687248 172812123 13.76241611  33.535302 i 5357176
02/08/2021 B on 3 T 20 27 o 923532 17757.9 21144 43,80 0 9211463456 17443 7613 19.88120805 38304635 # 5407566
0310812021 % 9 5 8B 334 384 i 321624 17248,7 21968 3352 0 9214777181 TM43LESIE 2003794965 392791946 I 5403874
1200812021 2 8 2 B3 B4 5% i 313,012 18519.4 23,376 26,88 0 9213884564 175537613 20,39691275 33,0550336 31 S447166,5
1610812021 W8 4 534 I 4S¢ i 917568 16049,5 25524 23,60 0 9212374497 17734,9548 2074241671 38,37315dd 31 Sd9TE3E
30082021 4 8 5 Bzt 3B B3x 38 313,54 12262,3 20,476 £0.05 35 9135205369 180260134 2305583893 372161074 31 5583065
oozt B 12 & T 2T 359 o 913,584 21323.7 22,276 43,32 3.8 913.7148333 15112.1506 23.14436644  37.6013423 i SE147T.G
1032021 B 39 1 ;154 T hi o 7z 210356 28,928 23,88 38 9177085306 134722355 25,42 348308725 # 6036333
2010912021 B 7 2 484 1B 30% i 915,384 20168,3 23,392 20,44 38 9173051007 13482,7645  26,33731544 330442953 31 G03965,7
2710912021 B 0 3 T84z 3 i 913,292 20835,4 24,452 4776 134 9174374497 197455613 2675624961 348832215 31 gizTiz,4
230312021 a 5 1 5™ Mw zdu i 915,284 76186 27428 3572 134 9172072433 200024368 2636550336 344885306 31 B2O0VT.4
04102021 B8 3 S 20 40 14 914,74 207781 26,228 52,96 4.6 316.4420134 20354.2533 27 66604564 34.3087245 i 6303525
OeMo2021 9 5 2 T 27 47 o 915,424 21020,2 28,828 43,04 434 9164002685 20166.2677 2765825503 366333239 # B25154.3
131042021 W 8 5 ESM 34 55M i 914,132 233343 23,464 6920 734 9159516107 195838194 2679369126 436483221 3 EOT03.4
18102021 W0 5 Tad 34 4Bx 18 915,696 g, 3 23,34 7560 M55 FI56395573  19020,3871 2539537584 SOSS16TTI 31 589632
26H0I2021 B3 8 4 B34 2T 3B 12 918,452 13008,1 25,15 64,08 1544 9155695302 187TIS18T1 2486912752 583248322 3 5826508
oiHHz021 7T 2 A 06 314,45 128432 21432 7132 1532 SETH3624 178200032 2426966443 6237496 31 5524201
032021 8 5 59 33 G 218 914 536 184321 24272 E7.60 1654 315.3730201 185579 241842353 G53.2685306 i 57T9234.9
2021 12 & 85 27 32 o 916,32 255511 22,904 B3.20 167 9154628188 13472.2323 24,04765101 631744366 # 6036332
Zziz021 B 12 5 784 34 38M 14 9138333333 20773, 29,0338353 4744 1534 9153458967 19562,3545 2425379939 E2E504553 31 SVE0533
210212022 W13 B S ddx 4T i 917,364 15855.5 23,068 7382 33T SWMEIITHS  T2ESE323 2333624161 739704635 31 5340039
OTINHz022 B 13 Bk Bhe TEx i 915,532 25188.3 2574 5040 2302 SIES0ATT45 190260871 2357R2dE1 BSIETIIES M SASADAT
1032022 Bon 5 T 36 56 13.2 915.02 13443.5 23.228 T6.04 215 91583583583  20613.0581 24 43516773 54.3346303 i G33004.5
21032022 3 g BE 35 B4 0.2 916,604 18915 24 58 E1.00 1256 9162283333 20982.6774 24.73174497  £3,1946303 # ES0463
28032022 B 12 5 80¥ 3¢ 3 236 917,408 13128,2 22,354 7324 1272 92295633 21982,7484  24,39793658 61418798 3 B31465,2
0042022 BN 1 &K 2 £ i 317,512 20943,2 25,564 5700 154 9163195973 205085355 2475892617 627355705 31 BISTEAE
THOHz02Z B30 8 T4 63« 8dx 0z 914,392 19256,3 25,268 B460 1016 TE,3532Z5 191450551 24,7EETTIH B4,2778523 3 5934965
BIN4Z022 oM 5 Tas ame dx i 917,268 20032.4 23528 S660  BE2 9162990604 136643774 245000266 B2E3ZZWE 31 BI0215.7
16052022 B 6 3 430 22w ST 9.4 915,144 §357.6 18.892 83,36 17 917.6103356  17595.4357 2311114034 562013423 i 545458.6
23nsiz022 9 5 1 BB hi 20 o 920,138 182178 19,868 48,04 1.2 9134993658 73068 2124241611 570187313 # S36510.8
300542022 ® W T BB 4t BT i 916,56 17653,5 22,454 4550 712 9183520805 16845171 20,3d570067 57.2067T4 3 5222003

Fonte: Autoria propria

4.3. Avaliacao estatistica
As médias da temperatura, umidade, fotoperiodo e precipitacédo

pluviométrica de cada més ou dia foram correlacionadas (correlacdo de
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Spearman) com as taxas de clivagem, blastocisto e desenvolvimento
embrionario obtidos no laboratério em suas respectivas datas. Para realizar
estas analises foi utilizado o software GraphPad Prism 8.0.1. Neste software
quando realizada a correlacdo de Spearman, € fornecido o coeficiente de
correlagdo, bem como, o valor de p. No presente trabalho, foi considerado
significante o R (coeficiente de correlagdo) que apresentou valor de P<0,05 e
considerado com tendéncia a significante aqueles que apresentaram valor de P
entre 0,05 e 0,10.

5. RESULTADOS
As variaveis climaticas no periodo utilizado para as andlises estdo

representadas na Tabela 1 na forma de minima, maxima, média e mediana.

Tabela 1: Média, mediana, minima e maxima das variaveis climaticas no periodo experimental.

Média Mediana Minima Maxima
Precipitagdao (mm) 3,2 0,0 0,0 28,2
Pressao atmosférica (mB) 917,1 916,6 913,8 923,5
Radiagao (KJ/m?) 18535,3 18519,4 8957,8 25551,1
Temperatura (°C) 23,6 23,3 16,6 30,0
Umidade relativa (%) 54,5 56,0 20,4 83,4

As taxas de clivagem e de formacéo de blastocistos foram empregadas
para representar a eficiéncia da PIVE e para verificar as diversas influéncias
climaticas na qualidade dos odcitos, utilizando-se para isso os coeficientes de
correlacdo de Spearman dos fatores climaticos dos 31 dias anteriores a coleta
(Tabela 2) e os coeficientes de correlacéo de Spearman do dia da coleta (Tabela
3).
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Tabela 2: Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os resultados das PIVEs e os fatores

climaticos dos 31 dias anteriores a coleta.

Taxa de
. Taxa de .
Taxa de clivagem - desenvolvimento
blastocisto . .
embrionario

Precipitacao 0,19 0,24 0,19
Pressao
atmosférica -0,16 -0,18 -0,12
Radiagao 0,19 -0,08 -0,14
Temperatura 0,02 -0,11 -0,10
Umidade relativa 0,25 0,36** 0,32**

*= 0,10>P>0,05; **= p<0,05

Quando associamos as taxas de clivagem, Dblastocistos e
desenvolvimento embrionario com os demais indices climaticos dos 31 dias
anteriores a coleta, observou-se uma correlacéo positiva na umidade relativa do
ar na taxa de blastocisto e taxa de desenvolvimento embrionario. Nao havendo

significAncia nos outros indices avaliados.

Tabela 3: Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os resultados das PIVEs e os fatores

climaticos do dia

Taxa de
. Taxa de .
Taxa de clivagem blastocisto desenvolvimento
embrionario

Precipitacao -0,14 0,20 0,28*
Pressao
atmosférica 0,08 -0,13 -0,18
Radiagao 0,31* -0,01 -0,13
Temperatura 0,16 -0,05 -0,09
Umidade relativa 0,12 0,31* 0,29*

*= 0,10>P>0,05; **= p<0,05
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Quando associamos as taxas de clivagem, blastocistos e
desenvolvimento embrionario com os demais indices climaticos nas avaliacdes
do dia, observamos uma tendéncia de correlacdo positiva na precipitacédo
(periodo chuvoso), associado com o desenvolvimento embrionario. Houve
também tendéncia de correlacdo positiva na incidéncia de radiacéo solar com a
taxa de clivagem. Observou-se também que a umidade relativa do ar,
semelhante a avaliacdo dos 31 dias anteriores a coleta, teve uma tendéncia de
correlagdo positiva na taxa de blastocisto e taxa de desenvolvimento
embrionério; a avaliacdo dos 31 dias anteriores a coleta apresentou correlacao
positiva quando se avalia o conjunto dos dados, relacionado a umidade relativa

do ar.

6. DISCUSSAO

Buscou-se com este estudo entender as influéncias das condicGes
climaticas associadas aos processos de clivagem, formacéo de blastocistos e
desenvolvimento embrionario em rotinas de producéo in vitro de embrides. O
clima é uma combinacdo de elementos que incluem temperatura, umidade,
precipitacdo, movimento do ar, radiacdo, pressdo barométrica e ionizacao
(Johnson, 1987). No presente trabalho avaliou-se esses fatores ambientais,
tentando associa-los as condi¢cdes das doadoras do gameta feminino. Dessa
forma, foram utilizadas amostras de sémen de um touro padrdo coletadas em
um intervalo de um més (junho), para minimizar o efeito touro. Portanto, as
diferencas encontradas em cada rotina de PIVE foram principalmente, mas néo
exclusivamente, devido a qualidade do odécito, sendo parcialmente influenciada
pelas condi¢cdes ambientais que as fémeas estavam inseridas. Tendo em vista
gue o rebanho brasileiro esta mais voltado para linhagens zebuinas, € importante
considerar que o0s zebuinos possuem maior tolerdncia ao estresse térmico,
mantendo sua temperatura constante, mesmo em periodos mais quentes, pois
possuem boa capacidade de termorregulacdo e o estresse térmico induz a
producéo de proteinas de choque térmico pelo concepto bovino (Putney et al.,
1988).

A hipétese considerada era que 0s animais que tivessem em periodos
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de maior desafio, teriam sua qualidade oocitaria diminuida e
consequentemente menor eficiéncia na PIVE. Os resultados mostraram que
guando se utilizou indices climaticos dos 31 dias anteriores a coleta, foi
observado uma correlagdo positiva na umidade relativa do ar em relacao as
taxas de blastocisto e de desenvolvimento embrionario. Portanto, uma maior
umidade relativa do ar durante o més anterior a coleta de odcitos melhorou a
eficiéncia das PIVEs (taxa de blastocisto), pois melhorou o desenvolvimento
embrionario (taxa de desenvolvimento embrionario). Isso pode estar
relacionado a dois fatores: (1) as fémeas sofrem menor estresse climatico
guando a umidade esta alta do que quando esta baixa; (2), a maior umidade
do ar pode determinar uma melhor qualidade do pasto e consequentemente,
melhores condicdes fisioldgicas das doadoras. Na primeira hipétese, deve ser
considerado que na regido de Uberlandia, a umidade do ar é geralmente muito
baixa no periodo mais seco, muitas vezes chegando a umidade semelhante a
encontrada em desertos. Quando a umidade relativa esta muito baixa, também
pode haver estresse, pois 0S processos de evaporacdo ocorrem mais
rapidamente, o que pode resultar em irritacdo na pele e desidratacao (Silva,
2000; Pereira, 2005), o que justificaria os resultados encontrados. Ja no periodo
chuvoso, quando a umidade do ar € mais elevada na regido de Uberlandia, as
temperaturas ndo séo tdo elevadas, pois sdo amenizadas pelo clima nublado.
Em relagdo aos indices climaticos do dia da coleta, foi observado uma
tendéncia de correlacéo positiva da precipitacdo em relacéo ao desenvolvimento
embrionario. Houve também tendéncia de correlacdo positiva na incidéncia de
radiagcdo solar com a taxa de clivagem. Uma correlacdo positiva entre
precipitacéo e o desenvolvimento embrionario pode ser explicada pelo conforto
térmico que a chuva pode exercer sobre os animais em um dia quente, o que
poderia levar a producdo de odcitos de melhor qualidade. J& uma possivel
correlacdo positiva entre a incidéncia de radiacdo solar e a taxa de clivagem,
poderia ser porque a incidéncia de radiacdo solar beneficiaria a producéo de
o0citos que secretariam maior quantidade de fatores quimiotaticos dos o0citos
ou outras caracteristicas que beneficiariam o processo de fertilizagdo in vitro
(Umezu et al., 2020).
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A umidade relativa do ar, semelhante a avaliacdo dos 31 dias anteriores
a coleta, teve uma tendéncia de correlacédo positiva com as taxas de blastocisto
e de desenvolvimento embrionario. Isso corrobora com a possibilidade de que
em Uberlandia a maior umidade do ar faz com que as fémeas sofram menor
estresse do que quando esta baixa, produzindo assim, odcitos de melhor
qualidade.

Certamente o fato do rebanho da regido das coletadas de odcitos ser
constituido basicamente de linhagens zebuinas e dos ovarios terem sido
coletados de abatedouros que abatem em sua maioria bovinos de corte,
contribuiu para a pouca influéncia do clima nas PIVES, visto que os zebuinos
quais possuem uma tolerancia maior ao estresse térmico e menores taxas de
metabolismo. E sabido que B. indicus € mais resistente a temperaturas elevadas
e a umidade do que o gado B. taurus. Grande parte dessa adaptacdo a
temperaturas elevadas se deve a habilidade superior das racas termotolerantes
em regular a temperatura corporal (Gaughan et al., 1999) bem como a
resisténcia celular intrinseca a temperaturas elevadas (Sartorelli et al., 2006).
Provavelmente se as doadoras fossem de ragas europeias, 0s resultados seriam

diferentes

7. CONCLUSAO

Na regidao de Uberlandia, os fatores climaticos pouco influenciam os
resultados da producéo in vitro de embrides, quando minimizado o efeito touro.
No entanto, a coleta de o0citos em periodos com alta umidade do ar e

precipitacdo de chuva pode beneficiar a eficiéncia de PIVEs.
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