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RESUMO

A producdo in vitro de embrides (PIV) ¢ uma técnica reprodutiva que visa acelerar o
ganho genético de rebanhos pela multiplicacdo de machos e fémeas. No entanto, o sucesso
desta técnica depende de varios fatores. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
raca dos animais (Gir ou Girolando) e do periodo do ano (periodo seco = outono/inverno
ou periodo chuvoso = primavera/verao) no momento da aspiragao folicular (OPU) sobre
parametros de produtividade como: producdo de ovdcitos, producao de blastocistos e taxa
de prenhez das receptoras. Foi analisado o banco de dados de 1198 OPU, 27135 odcitos
e 4483 TEs do laboratério comercial de producdo de embrides, localizado no Triangulo
Mineiro, Minas Gerais, Brasil. O nimero de odcitos viaveis e embrides produzidos foi
avaliado por ANOVA e a taxa de prenhez das receptoras foi avaliada por regressao
logistica, ambos no programa MINITAB, incluindo no modelo a raga da doadora e
estacdo do ano na OPU, bem como as intera¢des. Observou-se efeito da interagdo entre
raca doadora e periodo do ano na OPU (P<0,01) sobre o nimero de o6citos coletados e
embrides produzidos. Durante a estagao chuvosa a producdo de odcitos e embrides nao
foi diferente para Gir (24,10 + 0,971; 7,18 £ 0,406 e Girolando (24,54 + 0,859; 7,50 +
0,462), porém, na estacdo seca, as doadoras Girolando (23,58 + 0,789; 8,85 + 0,425)
tiveram maior producao de ovocitos e embrides em relagcdo ao Gir (19,43 +0,792; 5,75 +
0,283). Nao houve interagdo entre a raga doadora e o periodo do ano na OPU na
prenhez/TE. No entanto, o periodo do ano da transferéncia dos embrides teve efeito em
relagcdo a prenhez/TE (49,18 periodo chuvoso x 44,13 periodo seco; P=0,026). Ja a raca da
doadora nao afetou a prenhez/TE. Em conclusdo, a doadora Gir produz menor nimero de
odcitos viaveis e embrides por aspira¢cdo no periodo seco, e os embrides Gir resultam em

maior prenhez/TE em qualquer periodo do ano.

Palavras chave: PIVE; Sazonalidade; Eficiéncia Reprodutiva.
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ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a reproductive technique that aims to accelerate the
genetic gain of herds by multiplying males and females. However, the success of this
technique depends on several factors. The aim of this study was to evaluate the effects of
animal breed (Gir or Girolando) and time of year (dry period = autumn/winter or rainy
period = spring/summer) at the time of follicular aspiration (OPU) on productivity
parameters such as: oocyte production, blastocyst production and pregnancy rate of
recipients. The database of 1198 OPU, 27135 oocytes and 4483 TEs from the commercial
embryo production laboratory, located in Tridngulo Mineiro, Minas Gerais, Brazil, was
analyzed. The number of viable oocytes and embryos produced was evaluated by
ANOVA and the pregnancy rate of the recipients was evaluated by logistic regression,
both in the MINITAB program, including in the model the donor's race and season of the
year in the OPU, as well as the interactions. There was an effect of the interaction between
donor race and time of year in OPU (P<0.01) on the number of oocytes collected and
embryos produced. During the rainy season the production of oocytes and embryos was
not different for Gir (24.10 £ 0.971; 7.18 £ 0.406 and Girolando (24.54 + 0.859; 7.50 +
0.462), however, in the dry season, the Girolando donors (23.58 + 0.789; 8.85 + 0.425)
had higher production of oocytes and embryos compared to Gir (19.43 + 0.792; 5.75 +
0.283). There was no interaction between donor breed and period of the year in the OPU
in the pregnancy/ET. However, the period of the year of the transference of the embryos
had effect in relation to the pregnancy/ET (49.18 rainy period x 44.13 dry period,
P=0.026). donor did not affect pregnancy/ET. In conclusion, donor Girolando produces
more viable oocytes and embryos per aspiration in the dry period, and Gir embryos result

in higher pregnancy/ET in any period of the year.

Keywords: IVP; Seasonality; Reproductive Efficiency.
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1 INTRODUCAO

Visando a melhor aproveitamento da genética de fémeas bovinas, alguns métodos
e técnicas reprodutivas foram desenvolvidos, como ¢ o caso da inseminagao artificial
(IA), a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e os métodos de produgdo de
embrides in vivo e in vitro de embrides. O processo de produgdo in vitro, no entanto,
potencializa ainda mais o uso e difusdo da genética da fémea, pois possibilita o
aproveitamento de ovocitos que naturalmente seriam perdidos (Caldas-Bussiere et al.,
2021). Segundo Roth (2017) uma bezerra ao nascer possui cerca de 150 mil ovoécitos e
possui a capacidade de converter apenas 0,01% desse material genético em descendentes.
Portanto, o potencial de disseminagdo de genética superior de fémeas pode ser

incrementado com o uso dessa biotécnicas.

Com o desenvolvimento de formas ndo invasivas da coleta de ovocitos, como € o
caso da aspiracdo folicular guiada por ultrassom, conhecida como ovum pick up (OPU)
(Pieterse et al., 1988), foi possivel potencializar o uso da producao in vitro de embrides
(PIVE), que consiste na submissao dos ovocitos as etapas de maturagdo, fecundagao e
cultivo embrionario em um ambiente controlado, garantindo a conversdo de ovdcitos

imaturos em embrides aptos a serem transferidos para receptoras (Viana et al., 2010).

Para o sucesso da técnica, portanto, se faz necessario mimetizar o ambiente
materno, tanto em condi¢des ambientais (temperatura e atmosfera), quanto as condigdes
hormonais que os ovocitos e embrides sao submetidos, o que ¢ garantido com a utilizacao

de meios especificos para cada etapa do processo (Hansen et al., 2020).

Como ¢ um processo complexo e que envolve varias etapas, a PIVE esté sujeita a
alguns problemas produtivos, como ¢ caso da questdo racial e da sazonalidade da
producdo (Mello et al., 2016), além de diversos fatores intrinsecos da técnica (Hansen et
al., 2020) que podem prejudicar os resultados. Baseado nisso a hipotese € a de que animais
da raca Gir durante o periodo chuvoso teriam maior produgdo de ovdcitos e maior taxa
de produgao de blastocistos, € os embrides transferidos resultariam em mais prenhezes,

por ser uma raca zebuina, considerada mais resistente.

Portanto, objetivou-se com o presente estudo avaliar o efeito das varidveis raca da

doadora (Gir vs. Girolando) e periodo do ano no momento da aspiragado folicular (periodo
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seco vs. periodo chuvoso), sobre a producao de ovocitos, taxa de producao de blastocistos

e na prenhez por transferéncia de embrides.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Historico do uso da PIVE

A utilizacdo da técnica de transferéncia de embrides foi primeiramente reportada
em coelhos ainda no século XIX e em bovinos em 1951 (Betteridge et al., 1981). Ja o
processo de produgdo in vitro de embrides foi realizado primeiramente em humanos
(Steptoe et al., 1978) e posteriormente em bovinos (Brackett et al., 1982). Ja o nascimento

de um animal oriundo da PIVE foi reportado primeiramente por Goto et al. (1988).

Ainda que a tecnologia de produgdo in vitro ja estivesse desenvolvida, com os
primeiros relatos de sucesso em humanos e bovinos, durante os anos 70 ¢ 80, a técnica
ficou restrita a aplicagdes experimentais sem escalar para aplicagdo comercial vista nos
dias de hoje (Hansen et al., 2020). Ja nas publicacdes mais recente da International
Embryo Transfer Society (IETS), o cenario € oposto, ve-se a amplia¢do expressiva do uso
da técnica em todo mundo, com uma producdo mundial que ultrapassou a marca de 1,5

milhdes de embrides bovinos (IETS 2020).

Os dados também expostos pela IETS, mostram como ocorreu a inversao do uso
da técnica in vitro em detrimento da producdo in vivo. Em 1999, por exemplo, a IETS
registrou a transferéncia de 547.664 embrides, dos quais 95% foram produzidos in vivo
por superovulagdo (Thibier et al., 1999), mostrando que o método de producao in vivo

dominava o cenario de producao comercial (Hansen et al., 2020).

J& no inicio do século XXI, o cenario passou a mudar com o aumento da adog¢ao
do método in vitro e com o crescimento constante a partir do ano de 2012 com taxa média
de 15,8% do uso da técnica e com a concomitante reducao gradual de 4,1% da produgao
in vivo, ao ponto que em 2016 ocorre a inversdo entre as técnicas, fazendo com que a
producdo in vitro seja a maior em nimeros produtivos no mundo (IETS 2018). No ano de
2020 a producdo in vitro ja representava 76,2% de toda a producdo de embrides, o que

reforga a tendencia do uso da tecnologia na reproducao assistida em bovinos (IETS 2020).
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O histérico do Brasil na produgdo in vitro de embrides se inicia no ano de 1993,
com o primeiro nascimento de um bezerro por meio da técnica (Rubin, 2005). Ja na virada
do século XXI o pais se tornou destaque na produ¢do comercial, sendo responsavel por
grande parte do que se produz de embrides PIVE no mundo, se mantendo responsavel por
cerca de 50% da producdo mundial desde 2006 (Viana, 2018). Junto aos EUA, os dois
paises representaram 77,2% da produ¢do mundial, com o Brasil chegando a marca de
366.253 embrides produzidos em 2020, sendo que desse montante 56,9% ¢ oriundo de

rebanhos leiteiros. (IETS 2020).

Esses nimeros sdo em parte explicados pelas caracteristicas do rebanho nacional,
sendo ele baseado em animais de origem zebuina. Como caracteristica desse tipo de
animal, tem-se a maior produ¢do de complexos cumulus-ovécito (COCs) e a melhor
qualidade dessas estruturas (Pontes et al., 2011). Com isso a técnica de PIVE passa a se
pagar através da diluicdo de custos investidos na execucdo da técnica, sendo que o
rendimento por OPU ¢ maior que em rebanhos taurinos e resultando em maiores

producdes de embrides (Viana, 2018).

O advento do uso da técnica no Brasil além de ser gradual, também se modificou
ao longo dos anos. Inicialmente o seu uso foi basicamente voltado aos rebanhos de corte
para reposi¢ao de animais de alto valor genético e com a finalidade de venda de animais
melhoradores (Pontes et al., 2010). Porém, com o surgimento de técnicas eficazes de
sexagem de sémen, o produtor de leite passou a também utilizar a PIVE como ferramenta
de reposicdo de seus animais, com o intuito de melhorar internamente seus indices
produtivos e sem o inconveniente de ter nascimento de 50% de bezerros machos na

fazenda (Rubessa et al., 2011).

2.2 Vantagens do uso comercial da PIVE

O emprego de biotecnologias como a PIVE promove um avango genético
consideravel, tendo em vista que a técnica permite a coleta do material genético de
doadoras antes mesmo do periodo puberal, em animais gestantes ou com deformidades
no trato reprodutivo, que impedem a concepgao por métodos convencionais (Galli et al.,
2003, Currin et al., 2017), assim, junto ao uso de tecnologias de identificacdo de animais
superiores, como ¢ o caso da gendmica, tem-se a possibilidade de um salto do ponto de

vista genético, com um encurtamento do intervalo de geracdes (Hayes et al., 2013).

14



Para a reposicao de genética dentro de uma propriedade a PIVE desempenha -um
papel muito importante, pois através dela ¢ possivel direcionar acasalamentos com o uso
ndo apenas da parte de genética paterna, mas sim de ambos os sexos (Watanabe et al.,
2017). Além disso € possivel potencializar o uso de doses de s€men, principalmente para
o uso de sémen sexado (Sirard et al., 2018), caracteristica que torna a técnica bastante

atrativa principalmente em rebanhos leiteiros.

Outro ponto de destaque ¢ a nao necessidade de uso de protocolos hormonais em
doadoras, diferentemente do que ocorre na técnica de producao in vivo, em que se expoe
0s animais 4 protocolos hormonais de dificil manejo e com repetidas aplicagdes de FSH.
Além disso, a técnica conta com um método de coleta do material genético, a OPU ja bem
estabelecida e com altas taxas de recuperacao de ovocitos (Perry et al., 2014), além de ser
pouco invasivo ao animal quando comparado por exemplo ao método de laparoscopia,

bastante utilizado no principio do uso da técnica de PIVE (Santl et al., 1998).

Com o uso da técnica ¢é possivel potencializar a producao de descendentes com
alto valor genético também em quantidade. Uma doadora com boa produgio e conversdo
pode deixar mais de 50 descendentes em apenas um ano de aspira¢des, de modo que essa
biotecnologia pode otimizar o melhoramento genético e promover redugdo do intervalo

entre geragdes (Wrenzycki, 2016).

2.3 Etapas da producio in vitro de embrioes (PIVE)
2.3.1 Maturacio in vitro (MIV)

A maturacdo ovocitaria € um processo que se inicia ainda na vida fetal, com a
ocorréncia de uma série de meioses. Ao nascer, 0os ovocitos cessam as meioses e ficam
parados no estagio de diploteno (vesicula germinativa). Apos o periodo puberal, ja sob
influéncia de hormonios reprodutivos, hormonio luteinizante (LH) e hormodnio foliculo
estimulante (FSH), os ovdcitos prosseguem o desenvolvimento com sucessivas meioses,
até o interrompimento do desenvolvimento na metafase I, no momento em que ocorre a

ovulacdo (Monniaux et al., 2014).

A maturacdo ovocitaria no ambiente in vitro, assim como no processo in vivo,
depende do desenvolvimento nuclear, molecular e citoplasmatico que tornam o gameta

feminino apto a ser fecundado (Suh et al., 2002) e que no ambiente in vitro ocorre no
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periodo de 22 a 24 horas (Parrish et al., 2014). A maturagdo do ponto de vista nuclear ¢
caracterizada pela ruptura da vesicula germinativa, que depende da condensacdao da
cromatina e da dissolu¢do da membrana nuclear (Anguita et al., 2007). Esse processo €
desencadeado pelo estimulo pré ovulatorio de LH para que haja a ovulagdo (Lonengran

etal., 2016).

O processo de maturacao do ponto de vista citoplasmatico ocorre através das
alteragdes de organelas como a reducao do complexo de golgi, aumento da concentragao
de lipideos, compactacdo do nucléolo e alinhamento de granulos corticais proximos a

membrana do ovocito (Ferreira et al., 2009).

A composi¢do dos meios comerciais de maturagdo varia substancialmente nos
diversos fornecedores, no entanto, algumas substancias estdo sempre presentes pois sao
imprescindiveis para o processo maturacional. A suplementa¢do hormonal ¢ importante
para a maturacdo dos ovdcitos, as gonadotrofinas estimulam a expansdo de células do
cumulus e a maturagdo nuclear, por meio da ativagdo de AMPc e outros mensageiros

intracelulares (Li e Albertini., 2013).

A atmosfera gasosa do ambiente in vitro também ¢ controlado visando mimetizar
0 ambiente materno que possui menor concentracdo de O2 (1,5 a 8,5%) do que a tensdo
existente na atmosfera (20%). O controle de CO2 também estd presente nos sistemas de
cultivo embrionario, visando controlar o potencial de hidrogénio de meios tamponados

com bicarbonato (Bavister et al., 1995).

2.3.2 Fecundacio in vitro (FIV)

O processo da fecundagdo in vitro € a co-incubagdo de ovocitos maturados com
espermatozoides devidamente capacitados para que o mesmo penetre a zona peltcida do
ovocito e gere um zigoto através da combinag¢do do material genético, em um meio de
fecundacao (Oliveira et al.,, 2014). Primeiramente se faz necessaria a capacitagdo
espermatica, que depende da remogdo de fatores decapacitantes que estao presentes no
fluido seminal e que ocorre no ambiente in vivo a medida que o espermatozoide passa
pelo trato genital da vaca. Para mimetizar o ambiente materno, meios de fecundagao
contam com a presenca da heparina (um tipo de glicosaminoglicano), que capacitam o

espermatozoide no ambiente in vitro (Oliveira et al., 2014).
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No momento da fecundagao o espermatozoide entra em contato com os ovocitos
e com a presenga de calcio no ambiente extracelular, o mesmo se liga a receptores da zona
pelicida, desencadeando a reagdo acrossomal, que nada mais ¢ que a fusdo entre as
membranas plasmatica e acrossomal (Oliveira et al., 2014). A partir desse evento o
conteudo acrossomal ¢ liberado e junto a motilidade do espermatozoide, permite a

penetracdo do mesmo no espago perivitelinico (Oliveira et al., 2014).

Posteriormente ocorre a fusdo das membranas plasmatica do espermatozoéide ¢ a
membrana vitelina do ovdcito, com a posterior liberacao de célcio dentro do ovoécito, que
culmina na reacdo zonal, que € o enrijecimento da zona pelucida que impede que ocorra

a poliespermia (VARAGO et al., 2008).

Além do processo de capacitagdo espermatica, tem-se a etapa da selecdo dos
espermatozoides, com intuito de separar a por¢do morta ou com baixo potencial
fecundante, da porcao capaz de realizar o processo de fecundacao in vitro (Oliveira et al.,
2014). Para isso foram desenvolvidos métodos como o gradiente de Percoll que ¢
composto por particulas de silica coloidal e polivinilpirrolidona, em diferentes
concentragdes que permitem essa separacgao eficiente dos espermatozoides (Gonsalves et

al., 2002).

2.3.2 Cultivo in vitro (C1V)

A etapa do cultivo in vitro consiste no periodo pds fecundagao e pré transferéncia
dos embrides. Nesse momento importantes eventos culminam no desenvolvimento
embriondrio inicial, fundamental para o emprego eficiente da técnica, sendo as etapas
mais importantes a clivagem, ativagdo do genoma embriondrio, compactacdo dos
blastomeros, diferenciacdo de células do trofoblasto ¢ do embrioblasto, formacao e

expansao da blastocele e o rompimento da zona pelucida (Oliveira et al., 2014).

O ponto critico desse periodo de cultivo ¢ a ativacdo do genoma embrionario,
sendo que nessa etapa ocorre a dependéncia da expressao dos genes embriondrios € nao
mais da expressao de genes oriundos dos ovocitos (origem materna) (Memili et al., 2000).
A chamada transicdo materno-embrionaria depende da ocorréncia dos eventos:

esgotamento dos transcritos maternos por degradacdo e tradugdo; substituicdo de
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transcritos maternos em transcritos embrionarios e a geragao de transcritos especificos do

embrido, tornando-o autossuficiente (Sirard et al., 2011).

Para o desenvolvimento satisfatorio dos embrides € importante o uso do meio de
cultivo que ¢ baseado no meio SOF (Synthetic Oviductal Fluid) enriquecido com aditivos
como SFB (soro fetal bovino), BSA (Bovine Serum Albumin), aminoacidos, piruvato,

lactato e glutamina (Oliveira et al., 2014).

2.4 Pontos criticos da PIVE

Apesar do avancgo do uso da técnica e de seus beneficios, existem alguns pontos
criticos importantes na produgdo que sao foco de estudos, por impactar negativamente os

resultados.

2.4. 1 Fatores intrinsecos

A execucdo da técnica de produgdo in vitro por ser complexa e dependente de
varias etapas, que gera por si sO alguns fatores estressantes ao desenvolvimento
embriondrio. Do ponto de vista da qualidade embriondria apds a maturagao in vitro, se
observa uma defasagem dos embrides PIVE em relagdo aos embrides produzidos in vivo,
refletindo na reducao da taxa de prenhez (Ferr¢ et al., 2019). A manipulacdo em ambiente
controlado gera um estresse ao embrido, o que afeta diretamente a qualidade da produgao

(Hansen et al., 2020).

Como jé se sabe, embrides oriundos da PIVE possuem maior acumulo intracelular
de lipidios, o que reduz a criotolerancia (Saragusty, 2010), além disso o processamento
dos embrides provoca um aumento na produ¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Kitagawa et al., 2004) o que provoca reducao na qualidade embrionaria (Celi et al., 2011,
2012), reduz as taxas de prenhez de embrides transferidos e eleva as taxas de perda de
gestacdo em receptoras (Talukder et al., 2017). Heras et al. (2016) demonstrou que existe
influéncia do meio em que embrido se desenvolve (in vivo, in vitro com soro fetal ou sem)
na expressdo génica dos embrides. Existe também uma diferenga nos padrdes de
metilacdo do DNA observados em embrides de PIVE (Salilew-Wondim,et al., 2015), o

que pode explicar os efeitos deletérios do uso da técnica. A cultura in vitro de embrides
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também pode acarretar menor desempenho de prenhez em embrides transferidos, se

comparado aos embrides in vivo (Ferraz, 2016).

Outro ponto de destaque para reducdo da qualidade embrionaria esta na
heterogeneidade do pool de ovocitos aspirados no que se refere a sua maturidade
citoplasmatica e do ovécito em si (Mermillod et al., 1999). Em uma mesma coleta pode
haver ovocitos oriundos de foliculos antrais dominantes ou subordinados, de ondas
foliculares ovulatorias ou anovulatorias, interferindo na capacidade de maturagao
(Hansen et al., 2020). Apesar do aparente sucesso na etapa de maturagdo, com cerca de
85% de ovocitos atingindo a maturidade ovocitaria, ainda existe uma imaturidade nuclear
que reflete nas etapas seguintes, sendo responsavel por deficiéncias na fertilizagao e no

desenvolvimento embrionario final (Calder et al., 2005).

Portanto, para que bons indices produtivos sejam obtidos com o uso da técnica, se
faz necessario otimizar a coleta de ovocitos para que haja maior nimero total de embrides
produzidos por aspiracdo, o que dilui custos e viabiliza o uso dessa tecnologia (Viana et
al., 2010) pensando nisso, ¢ importante utilizar animais que possuem maior populagdo
folicular com ovocitos competentes (Gimenes et al., 2008). Essas caracteristicas sao
compartilhadas aos animais de origem zebuina ou cruzamentos que envolvem animais
zebuinos, melhorando a eficiéncia produtiva em relacdo aos animais taurinos (Viana et

al., 2010).

2.4.2 Fator Racial

A raga também ¢ uma varidvel a ser considerada quando se refere a produgdo e
também a conversdo embriondria (Mello et al., 2016). O padrao racial pode influenciar
na adocao de determinada biotecnologia como ¢ o caso da PIVE. Animais Bos indicus
possuem melhor resposta produtiva a PIVE (Pontes et al., 2010; Gimenes et al., 2014;
Sales et al., 2015). Perfis hormonais e fun¢do ovariana de determinados grupos genéticos

diferem entre si e modificam a resposta a producao in vitro (Sartori et al, 2016).

Em experimento realizado por Bastos et al., (2010), com vacas Holandesas e
Nelore, descobriu que os zebuinos apresentam maior contagem de foliculos antrais. Isso
pode ser atribuido a maior concentragdo circulante de insulina nos Nelores, o que aumenta

a disponibilidade do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). O IGF-1 atua
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diretamente no ambiente folicular, estimulando a proliferacao de células da granulosa e a
producdo de hormonios esteroides, como o citocromo P450 A1 (CYP11A1) e a hidroxi-
delta-5-esterdide desidrogenase (HSD3B1). A insulina também reduz a expressdo de
enzimas que degradam a progesterona. Além disso, os zebuinos possuem uma maior
concentracgao de colesterol circulante, que ¢ um precursor desses hormonios. Esses fatores
podem explicar os melhores resultados obtidos com a técnica de Producgdo In Vitro de

Embrides (PIVE) em zebuinos (Sartori et a, 2016).

Outro fator que altera a circulacdo de hormoénios reprodutivos ¢ referente ao
manejo nutricional dos animais e estd diretamente relacionado ao consumo de matéria
seca e ao metabolismo hepatico principalmente de progesterona e estrogeno (Sartori et

al., 2016).

Animais zebuinos e taurinos, mesmo recebendo a mesma dieta, possuem perfis
distintos de hormonios esteroides circulantes (Sartori et al., 2016). A resposta quanto a
essa diferenca parece estar na questdo genética e ndo apenas no fator nutricional. Foi
detectada uma relagdo entre os niveis de IGF 1 (fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1) e a quantidade de enzimas hepaticas que degradam a progesterona
circulante (Sidhu & Omiecinski, 1999). Em zebuinos, os niveis de IGF1 e insulina sdo
maiores, o que reduz a concentragdo de enzimas degradadoras de progesterona, o que por

sua vez, permite maior concentracao de P4 circulante nesses animais (Sartori et al., 2016).

O hormonio anti-milleriano (AMH) parece ser também um marcador valido para
populagdo folicular, possuindo uma relagdo positiva para essa carcteristica (Baldrighi et
al., 2014). Em animais Bos Indicus a concentragdo de AMH encontrada foi maior que em
animais Bos Taurus e bubalinos mantidos em mesmo ambiente e dieta (Sartori et al.,
2016), isso possibilita associar tal hormonio a maiores rendimentos observados em Bos
Indicus no processo da PIVE. O mesmo autor também observou maior percentual de
ovacitos atresicos em animais com menor concentragao circulante de AMH, o que pode
explicar a relagdo positiva entre a contagem de foliculos antrais e tal hormonio (Baldrighi

etal., 2014)

2.4.3 Sazonalidade
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A questdo da sazonalidade também impacta na condi¢do produtiva e reprodutiva
dos animais embora existam ragas que sofrem mais o efeito dos intemperes climaticos, o
que reflete na produgdo ovoécitaria e também na conversao embriondria (Dupont et al.,
2014). Animais Bos Taurus obtiveram resultados inferiores nas taxas de producdo de
blastocisto (Watanabe et al., 2017), o que pode estar relacionado com a menor capacidade
adaptativa desses animais ao estresse térmico (Roth, 2008; Ferreira et al., 2013) e também
ao impacto da restricdo alimentar em periodos de escassez hidrica em animais com

maiores exigéncias nutricionais (Watanabe et al., 2017).

Para rebanhos leiteiros o efeito do clima sobre a eficiéncia reprodutiva ¢ ainda
mais pronunciado, tendo em vista a sele¢cdo desses animais para a producao de leite, além
do uso de cruzamentos de animais zebuinos com taurinos (Roth et al., 2017). O fator
nutricional também esta relacionado com a sazonalidade, pois em sistemas extensivos o
uso de pastagens como fonte de alimento pode comprometer o desempenho reprodutivo

no periodo seco (Watanabe et al., 2017).

Os mamiferos de forma geral se utilizam de trés principios fisicos basicos para o
controle da temperatura corporal, sendo eles: a condugdo, convecgao e radiagdo. Quando
a temperatura ultrapassa a temperatura corporal, o animal mantem a homeostase com
esses mecanismos (ZviRoth 2020). No entanto, esse controle ¢ limitado e quando a
temperatura continua a subir, tais mecanismos ndo sdo suficientes, sendo necessarias
outras vias alternativas como ¢ o caso de trocas de calor via transpiragdo e respiragao

ofegante (ZviRoth 2020).

Se ainda o animal se mantem em desconforto térmico, existe um terceiro
mecanismo para reducdo da producdo de calor metabolico, através da redugdo do
consumo de matéria seca e o aumento do consumo de agua. Esse Gltimo mecanismo por
sua vez, atua diretamente na produtividade do animal, interferindo negativamente nos
parametros como producao de leite e ganho de peso (Wolfenson, D., & Roth, Z. 2019),

além de prejuizo aos parametros reprodutivos (Collier et al., 2019).

O efeito negativo do estresse térmico sobre a reproducdo ja foi descrito por
diversos autores, como do ponto de vista endocrinologico, se observa uma alteragao nos
niveis circulantes dos principais hormoénios reprodutivos (Lussier et al., 1987). A
principal mudanga nos padrdes hormonais ¢ a reducdo dos niveis de estrogeno e inibina

(Roth et al,2000) do fluido folicular, associada ao aumento do nivel circulante de FSH
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(Roth et al., 2000), que reduzem a capacidade ovulatoria de foliculos, através da redugao
da amplitude do pico de producdo do LH que também interfere negativamente na
maturagdo ovocitaria, que por consequéncia reduz a viabilidade embrionaria (Bridges et

al., 2005).

O efeito do estresse caldrico sobre a reprodugdo também ocorre do ponto de vista
molecular, prejudicando o desenvolvimento ovocitario desde a foliculogénese (Roth et
al., 2017). No entanto, o momento mais sensivel ao estresse térmico dentro do
desenvolvimento folicular, além dos mecanismos que afetam a competéncia ovocitaria

ainda ndo esta claro e precisa ser investigado (Roth et al., 2017).

Ao nascer, um ovario bovino possui um numero finito de foliculos primordiais,
que se desenvolvem em grupos (pools) durante a vida reprodutiva do animal (Roth et al.,
2017). O desenvolvimento de cada grupo de ovécitos € um processo lento de cerca de 90
dias (Lussier et al., 1987). Portanto, o estresse térmico sofrido pelo animal pode refletir

em queda de parametros reprodutivos mesmo apds o final do periodo quente.

O durante o desenvolvimento folicular e consequentemente ovocitario o foliculo
parte do estdgio primordial até atingir o estdgio pré ovulatério (De Rensis., 2021). O
periodo de transi¢ao entre foliculos primarios e secundarios parece ser o ponto critico de
comunicagao celular que prepara o foliculo para se tornar receptivo as gonadotrofinas que
modulardo o processo final de desenvolvimento folicular (Roth, 2017) e nesse momento
a submissdo ao estresse térmico parece acarretar deficiéncia da comunicagdo enddcrina
que garante a competéncia ovocitdria e consequentemente a viabilidade embrionaria

subsequente (De Rensis., 2021).

3 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado com base nos dados fornecidos pela empresa
comercial de assessoria reprodutiva de bovinos, situada no municipio de Uberlandia MG.
As andlises realizadas foram extraidas do banco de dados da empresa em planilhas de
Excel, considerando toda a produ¢ao do laboratorio comercial de producao de embrides

no ano de 2021.
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A partir da coleta dos dados algumas variaveis de interesse foram filtradas para
que fosse feito o tratamento e estatistica das informag¢des. Foram avaliados um total de
1.198 animais submetidos a OPU sendo 670 da raca Gir e 528 da raca Girolando, o que
resultou em um total de 27.135 ovocitos viaveis, sendo 14.440 da raga Gir e 12.695 da
raga Girolando. No periodo de analise foram transferidos 4.483 embrides, sendo 2.536 da
raca Gir e 1.947 da raca Girolando, em receptoras previamente sincronizadas com

protocolos hormonais a base de progesterona e estrogeno.

Posteriormente foi feito o agrupamento das aspiracdes de acordo com diferentes
periodos do ano, sendo eles: Periodo seco (01/04/2021 - 30/09/2021) e periodo chuvoso
(01/01/2021 - 31/03/2021 e 01/10/2021 - 31/12/2021). As varidveis resposta analisados
foram producao de ovoécitos vidveis, a producao de blastocistos no dia (D7) e a prenhez

por transferéncia (P/TE) das receptoras de embrides.

As variaveis numero de ovocitos vidveis e de embrides produzidos foram
analisados por analise de varidncia e prenhez por transferéncia das receptoras foi
analisada por regressdo logistica, ambos no programa MINITAB, sendo incluido no
modelo raga da doadora e estagdo do ano no momento da aspiracao folicular, bem como
a interagdo raga vs. estagdo do ano. A significancia estatistica foi definida como P<0,05

e tendéncia foi definida como 0,05<P<0,10.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo a recuperagdo de ovocitos viaveis por OPU foi influenciada
pela raga da doadora apenas no periodo seco do ano, sendo que foram recuperados menos
ovocitos por OPU nas fémeas Gir em comparagdo as fémeas Girolando (Tabela 1). Os
valores médios de ovocitos viaveis aspirados se assemelharam aos resultados encontrados
por Watanabe et al. (2016) para raga Gir, porém diferiu da maior parte dos trabalhos que

realizaram essa analise (Pontes et al., 2011; Moschini et al., 2021; Oliveira et al., 2019).
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Tabela 1. Efeito da interacao do periodo do ano no momento da aspira¢do com a da raca
da doadora no numero de ovécitos recuperados por OPU, niumero de embrides vidveis e
taxa de producdo de embrido. Uberlandia, MG, 2022.

Periodo do Raca da Ovocitos Embrides Producao de
Ano Doadora (n) Viaveis Viaveis Embrido (%)

Gir (303) 24,10 £ 0,971 7,18 £ 0,406 29,2

Chuvoso .
Girolanda (198) 24,54 + 0,859 7,50 £ 0,462 30,8
S Gir (362) 19,43 +£0,792% 5,75 £ 0,283% 32,2
eco
Girolanda (327) 23,58 +0,789° 8,85+ 0,425° 35,5
P-Valor 0,0001 0,0001 0,506
a,b

numeros com sobrescritos diferentes na mesma coluna diferem entre si (P =0001)

No periodo seco foi encontrado maior recuperagao de ovocitos viaveis nas fémeas
Girolando, o que indica uma interagdo da ambiéncia na producao de ovocitos para animais
provavelmente melhor manejados no periodo seco do ano e com suplementagdo, como ¢
o caso da raga Girolanda. Pontes et al. (2010), realizaram a mesma analise para a raca
Girolanda, nas diferentes composi¢des genéticas (GO Y4 24,3; GO % 16,8), com maior
recuperagdo de ovocitos para animais com maior participacdo da raga zebuina. A
influéncia do periodo do ano sobre o nimero médio de ovocitos recuperados ndo foi
analisada no estudo. Os resultados de recuperacao de ovocitos vidveis do presente estudo
vao contra a premissa de que animais zebuinos tendem ter maior contagem foliculos

ovarianos antrais (Sartori et al., 2016).

A diferenca observada apenas no periodo seco ¢ um indicio de que a ambiéncia
dos animais interfere na populagdo folicular e consequentemente na producao de ovocitos
vidveis (Dupont et al., 2014). Associado a essa condi¢do existe a diferenga na nutri¢ao
dos animais mantidos a pasto no periodo seco, que poderia interferir na fisiologia
reprodutiva das doadoras. Apesar do conhecimento de que a nutri¢do interfere
diretamente na reproducao (Watanabe et al., 2017), a auséncia de dados sobre o manejo

nutricional dos animais do presente estudo, ndo permite inferéncias a esse respeito.

Apesar de ndo ter sido encontrado estudos que relatam a influéncia da heterose
nesse parametro especifico de recuperagao de ovocitos, existem estudos que relatam
incremento de fertilidade em animais cruzados (Jayawardana et al., 2023). Por tanto, ¢

possivel que a composi¢ao genética posa ter interferido nos resultados.
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Na analise da producao média de embrides viaveis por sessao de OPU, foi possivel
encontrar o mesmo efeito da intera¢do entre o periodo do ano e a raga da doadora sendo
aproducdo de embrides foi maior para doadoras Girolando em comparag¢do com doadoras
Gir (8,85 + 0,425 vs 5,75 £ 0,283; Tabela 1) no periodo seco do ano, sendo um resultado
esperado pois também foi recuperado maior propor¢ao de ovdcitos viaveis para esses
animais nesse periodo. Demais fatores, como ambiéncia e o vigor hibrido dos animais

mestigos também podem ter influenciado na maior produgdo de embrido viavel.

Apesar do efeito da interacdo periodo do ano e raga das doadoras de ovocitos ter
sido detectado para recuperagdo de ovdcitos viaveis e producao de embrides vidveis, ndo
foi observado efeito dessa interacdo sobre a taxa de embrides produzidos (Tabela 1),
provavelmente isso ocorreu devido ao fato de que este parametro depende bastante das

condigdes laboratoriais (Demétrio et al., 2020).

Como nao foi detectado efeito da interacdo da estacdo do ano no momento
aspiracgao e a raga do embrido na P/TE, os dados serdo apresentados de acordo com efeito
da estagdo do ano no momento transferéncia e raca do embrido.

A P/TE nao sofreu efeito do periodo do ano, ndo apresentando diferenga
significativa entre as estagdes chuvosa e seca. Questdes de manejo como o confinamento
dos animais, podem reduzir a influéncia das chuvas e consequentemente da oferta de
forragem no desempenho reprodutivo dos animais. J& a raga do embrido afetou a P/TE,

sendo superior para a raca Gir (Tabela 3).

Tabela 2. Efeito da estacao do ano no momento da transferéncia do embriao sobre a
prenhez por transferéncia de embrides. Uberlandia, MG, 2022.

Estacao do Ano Numero de Transferéncias Prenhez/TE (%)

Primavera/Veriao 821 45,92

Outono/Inverno 1145 46,64
P-Valor 0,753
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Tabela 3. Efeito da ragca do embrido sobre a prenhez por transferéncia de embrides.
Uberlandia, MG, 2022.

Raca do Embrido Numero de Transferéncias Prenhez/TE (%)
Gir 858 49,18
Girolanda 1108 44,13
P-Valor 0,026

Assim como na produgdo de ovoécitos viaveis e na producao de embrides, a P/TE
esta sujeita as condi¢cdes ambientais e de manejo, com o agravante de haver nesse caso, a
variavel receptora, que deve ser considerada para analise dos resultados. Quanto a raga
do embrido, tem-se a influéncia da composicdo genética e também do sémen utilizado
para a fecundagdo in vitro, sendo que o efeito paterno também impacta diretamente na
taxa de prenhez, por existir relagdo entre a qualidade do sémen e a capacidade de
desenvolvimento embrionario (Tesarik, 2005).

Diferentemente dos resultados encontrados no presente estudo, Andrade et al.
(2012) nao identificou influéncia da raca do embrido, na P/TE. No entanto, no presente
estudo foi possivel identificar essa diferencga, o que indica que o gendtipo da doadora
provavelmente influencia a P/TE pois sabe-se que existem diferengas na fisiologia
reprodutiva de animais de ragas distintas (Gir ou Girolando), o que poderia influenciar na
qualidade do embrido produzido e consequentemente, na P/TE.

A P/TE do presente estudo pode ser considerada satisfatoria levando em
consideragdo a variabilidade dos animais submetidos a transferéncia de embrides e na ndo
uniformidade do controle hormonal, sanitario e nutricional das receptoras que compdem
diversos rebanhos utilizados. Pontes et al. (2010) avaliaram a P/TE em trés ragas (Gir:
40%; Holandés: 36%; Girolando: 37%), encontrando resultados inferiores aos do presente
estudo, a diferenca identificada por ela para a P/TE em diferentes composi¢des genéticas
pode ser uma contribuicdo para respaldar futuros estudos a respeito da influéncia racial

na produc¢ao in vitro de embrides bovinos.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a doadora de Gir produz menor numero de ovécitos € embrides
vidveis por aspiragao no periodo seco do ano, e os embrides da raga Gir resultam em

maior prenhez por transferéncia de embrido em qualquer periodo do ano.
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