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RESUMO

MOULIN, GABRIEL DO NASCIMENTO. Influéncia do grau de sangue de
doadoras Girolando na producéo in vitro de embrides. 2021.47p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias -
CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

O cruzamento entre Bos taurus e Bos indicus, especialmente entre as racas
Holandesa x Gir, sdo amplamente utilizados no Brasil. Entretanto, sdo limitadas as
informacdes referentes ao uso de animais Girolando em um programa de producgao
in vitro de embrides (PIVE). O objetivo deste estudo foi avaliar resultados da
producéo in vitro de embrides de doadoras Girolando % (1/4 Holandés — % Gir), Y2
(*2 Holandés — ¥z Gir) e % (% Holandés - ¥4 Gir), bem como analisar a influéncia do
namero de ovocitos recuperados, do touro utilizado e a estacdo do ano sobre os
indices da PIVE. Doadoras % apresentaram maior producdo de ovocitos viaveis
(19,7+0,6) e totais (28,0+0,8) em relacdo a doadoras ¥4 (YsHolandés — % Gir) com
11,3+1,0 ovécitos viaveis e 17,6+1,4 totais. Doadoras %2 foram mais eficientes com
4,8+0,2 embrides produzidos em relacdo as doadoras % (2,6+0,3) e % (1,6+0,3).
Maior numero de prenhez (1,8+0,1) foi encontrado nas doadoras Y2 em relacdo a
doadoras % (0,6+0,2). Com relacdo ao numero de ovocitos recuperados, doadoras
classificadas no grupo de alta producdo de ovécitos apresentaram maior quantidade
(28+3,0) e porcentagem (72,4%) de ovdcitos viaveis em relagdo a doadoras de baixa
producéo (13,3+0,8; 68,9%), assim como maior quantidade de embrides produzidos
(71,1+1,6 vs. 5,1+0,4). Na estacdo da primavera foi observada maior porcentagem
de ovécitos em relagdo ao inverno (75% vs. 69,3%). Em relagéo a influéncia do touro
na taxa de embrido e prenhez, foram encontradas variagdes entre 9,5 e 34,8 % na
taxa de embrido, sem que houvesse influéncia na taxa de prenhez. Conclui-se que
doadoras % possuem maior eficiéncia na producéo de embrides do que doadoras ¥
(/4 Holandés — % Gir), e % (% Holandés — % Gir). O inverno influénciou
negativamente na porcentagem de ovocitos recuperadados, e 0 touro apresenta

influéncia na porcentagem de embrides produzidos.

Palavras- chave: Cruzamentos. Bovinos. PIVE.



ABSTRACT

MOULIN, GABRIEL DO NASCIMENTO. Influence of the blood grade of Girolando
donors on in vitro embryo production. 2021. 47p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

The crossing between Bos taurus and Bos indicus, especially betweenthe Holstein x
Gir breeds, are widely used in Brazil. However, information regarding the use of
Girolando animals in an in vitro embryo production program (PIVE) is limited. The
aim of this study was to evaluate the results of in vitro embryo production from
donors Girolando ¥ (1/4 Holstein - % Gir), % (% Holstein - %2 Gir) and % (% Holstein -
Y. Gir) donors, as well as analyzing the influence of the number of oocytes
recovered, of the bull and the season on the PIVE indexes. Donors ¥z (%2 Holstein —
Y Gir) showed higher production of viable (19.7+0.6) and total (28.0+0.8) oocytes
compared to ¥4 (1/4 Holstein - % Gir) oocytes 11.3 + 1.0 viable and total 17.6 + 1.4.
Donors ¥ were more efficient with 4.8 £ 0.2 produced compared to donors %
(2.6£0.3) and ¥ (1.6+0.3). Highest number of pregnancies (1.8+0.1) was found in
donors % in relation to donors % (0.6+0.2). Regarding the number of oocytes
recovered, donors classified in the group of high oocyte production had a higher
amount (28+3.0) and a percentage (72.4%) of viable oocytes compared to low
production donors (13.3 + 0.8; 68.9%), as well as a larger number of embryos
produced (71.1+1.6 vs. 5.1+0.4). In the spring season, a higher percentage of
oocytes was observed compared to winter (75% vs. 69,3%). Regarding the influence
of the bull on the embryo and pregnancy rate, variations between 9.5 and 34.8%
were found in the embryo rate, with no influence on the pregnancy rate. It is
concluded that ¥2 donors are more efficient in embryo production than donors % (1/4
Holstein - % Gir), and % (% Hostein - ¥ Gir). The winter negatively influences the
percentage of oocytes recovered, and the bull has an influence on the percentage of
embryos produced.

Key-words: Crossings. Cattle. PIVE.
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1. INTRODUCAO

A demanda por animais geneticamente superiores, assim como produtos de
origem animal de qualidade faz com que a busca por alternativas para aumentar a
selecdo genética nos rebanhos, seja constante. Para isto, podem ser utilizadas
diferentes biotecnologias reprodutivas, entre elas a producdo in vitro de embrides
(PIVE). Embora tenha sido aplicada inicialmente na pecuéria de corte, 0 segmento
do leite foi de grande relevancia para estabelecimento da técnica no Brasil,
principalmente com a associacdo do uso de sémen sexado, permitindo direcionar o

sexo dos descendentes.

O Brasil esta entre os maiores produtores de leite do mundo, contribuindo
significativamente para a economia do pais. Entretanto, a produtividade por animal é
baixa, sendo de aproximadamente 2,6 mil litros/vaca/ano (IBGE, 2017), colocando o
pais em 172 posicdo no que diz respeito a produtividade. Uma das formas de
aumentar este indice é o uso de animais geneticamente superiores em programas
de melhoramento genético, associado ao uso de tecnologias de reproducao
assistida. Neste sentido, a PIVE é uma importante biotecnologia para promover o

melhoramento genético, com a multiplicacdo de fémeas de alto mérito zootécnico.

Esta tecnologia é aplicada nas mais variadas racas de bovinos, sendo que as
mais utilizadas no segmento leiteiro, s&o as racas Gir e Holandes, assim como o
cruzamento entre as duas, dando origem a raca Girolando. No Brasil, os animais
Girolando e suas variacbes de grau de sangue, sdo responsaveis por 80% da
producdo de leite (CANAZA-CAYO et al.,, 2014), conferindo a estes animais

relevante importancia nacional.

Os animais Girolandos sao capazes de manter niveis satisfatérios de
producdo de leite, mesmo diante de variagdes de manejo e climéaticas (BORGES et
al., 2012). Portanto, a preferéncia no uso da raga Girolando em relagcdo aos animais
puros pode estar relacionada a sua maior rusticidade no que diz respeito a
temperatura, ectoparasitas e demais situacdes adversas (ALVIM et al., 2005). Com

isto, estes animais apresentam bons indices produtivos e reprodutivos em sistemas
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com diferentes niveis tecnoldgicos (SILVA et al., 2015), caracteristica importante

devido a diversidade do sistema de producéo de leite no Brasil.

Embora seja intenso o uso do Girolando no sistema de producéo de leite no
pais, € limitado o numero de trabalhos que avaliam seus indices reprodutivos na
PIVE. Ha relatos que animais ¥2 Gir x Holandés apresentam maior quantidade de
recuperacdo de ovOcitos viaveis por sessdo de aspiracdo folicular guiada por
ultrasom (OPU) em relagcdo a doadoras puras Gir ou Holandesa (LACERDA et al.,
2020; PONTES et al., 2010). Ainda no estudo de Pontes et al. (2010), foi identificado
gue doadoras Y4 apresentaram maior quantidade de ovdcitos totais e viaveis em
relacdo a doadoras %2 sangue, Gir e Holandesa, além de possuir maior producéo de
embrides e prenhez do que doadoras Holandesas. Também é conhecido que
doadoras Gir ou Holandés possuem variacdo em indices da PIVE de acordo com a
estacdo do ano e numero de ovocitos coletados no momento da OPU, sem
resultados deste efeito em animais Girolando com diferentes graus de sangue. Além
disto, ndo ha relato na literatura avaliando os indices da PIVE para doadoras % em
relacdo a doadoras de diferentes graus de sangue provenientes do cruzamento
entre as ragas Gir e Holandes. Desta forma, sdo necessarios mais estudos
relacionados aos indices da PIVE em animais Girolando, assim como variagcdes no
cruzamento entres as racas Gir e Holandesa. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de doadoras Girolandas ¥ (1/4 Holandés — % Gir), ¥2 (Y2 Holandés —
Y5 Gir) e % (% Holandés - ¥4 Gir) em indices da PIVE, como numero de ovdcitos
totais e viaveis, produgdo de embrides e prenhez, assim como analizar a influéncia
do numero de ovdcitos coletados sobre estes indices, e efeito do touro no
desenvovimento embrionario, producdo de embrides, prenhez e acuréacia da

sexagem espermatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producé&o in vitro de embrides no Brasil

A producédo comercial de embrides bovinos produzidos in vitro no Brasil teve
inicio no ano de 1998 (GALLI et al.,, 2003). A PIVE é uma biotecnologia eficiente
para a producdo de animais de alto mérito genético, sendo uma ferramenta
importante para exploracdo maximizada do potencial reprodutivo dos rebanhos,
diminuindo o intervalo entre as geracdes e acelerando o melhoramento genético
animal (LOIOLA et al., 2014). No entanto, hd ampla evidéncia que envolve aspectos,
tanto morfolégicos quanto moleculares relacionados aos ovécitos, que influenciam a
eficiéncia da PIVE, observando diferencas na qualidade entre embrides produzidos
in vitro em relagdo ao embrido in vivo. Estas diferencas sdo provavelmente devido a
diferentes fatores, como raca, diferentes metodologias de maturacdo e cultivo in
vitro, individualidade da doadora e do touro (CAMARGO et al., 2006; LOIOLA et al.,
2014).

O efeito da raca da doadora na capacidade do ovocito em gerar embrides é
conhecido (CAMARGO et al., 2006; FISCHER et al., 2000), sendo que animais Bos
indicus apresentam melhores indices nos programas de producdo in vitro de
embrides como, maior produgcdo ovocitos totais e viaveis, assim como melhor
gualidade ovocitaria e maior taxa de clivagem dos gametas (BECHER et al., 2018).
O efeito da raca da doadora nos indices da PIVE torna-se mais evidente quando
associado as variagdes das condigcdes ambientais e nutricionais (CAMARGO et al.,
2006; BECHER et al.,, 2018), uma vez que animais Bos taurus ou Bos indicus,
apresentam diferentes respostas quando expostos as mesmas condicdes de criacao
(PONTES et al., 2011).

A estacdo do ano interfere na quantidade de complexos cumulus-ovdcitos
COCs totais recuperados por secdo de aspiracdo folicular, sendo que o inverno
influencia negativamente estes indices (LARCERDA, 2020). Isto ocorre

principalmente devido a menor qualidade e menor disponibilidade de nutrientes na
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pastagem na estacdo de secal/inverno (LARCERDA, 2020; LIU et al., 2018;
PETERSON; SHEAFFER; HALL, 1992).

De fato, o fator nutricional esta diretamente ligado ao desempenho
reprodutivo de bovinos, afetando o metabolismo e a fisiologia reprodutiva dos
animais, sendo que vacas que possuem melhor escore de condicdo corporal
apresentam melhor desempenho reprodutivo (TORRES; TINEO; RAIDAN, 2015). A
ingestao de nutrientes atua no eixo hipotalamico hipofisario gonadal, além de afetar
fatores de crescimento que participam do controle da fun¢cédo ovariana e producéo
embrionéria. Isto ocorre devido a atuagao da nutricdo no desenvolvimento folicular,
através de mecanismos de sinalizacdo metabdlica e alteracdo no metabalismo de
horménios como progesterona e estradioal (ARMSTRONG et al., 2001;
SANGSRITAVONG et al., 2002; SCARAMUZZI et al.,, 2006). Uma dieta de alta
ingestao alimentar induz aumento do fluxo sanguineo hepéatico, e consequentemente
ha um maior metabolismo e degradacdo de progesterona e estradiol, gerando

reducado na concentracao circulante desses hormoénios (PRATA, 2013).

2.2 Importancia do Girolando no Brasil

Nas regides tropicais os sistemas de producdo de leite apresentam menores
indices produtivos quando comparados as regides temperadas, uma vez que altas
temperaturas e alta umidade influenciam negativamente no conforto térmico das
fémeas bovinas, em especial para fémeas holandesas leiteiras (NASCIMENTO et
al., 2017). Estes animais possuem alta produtividade quando mantidos em
condicdes de conforto térmico e boas condi¢cbes nutricionais. Entretanto, para
regides de clima tropical, a producédo de leite estd estreitamente relacionada aos
cruzamentos entre bovinos leiteiros Bos taurus e Bos indicus (SANTOS, 2015),
gerando animais com boa produtividade e mais resistentes as variagcdes de

temperatura e fornecimento nutricional, do que animais holandeses puros.

Estes cruzamentos tiveram inicio no Brasil por volta das décadas de 1940 e
1950, periodo no qual os produtores de gado de leite comegaram 0s cruzamentos
entre animais das racas Gir e Holandesa, promovendo a integracdo da boa
produtividade leiteira do gado Holandés e a rusticidade da raca Gir (CANAZA-CAYO
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et al., 2014). O objetivo era promover a melhoria da produtividade dos sistemas de
producéo de leite, gerando animais com alta capacidade de producéo e resistentes
as condicBes tropicais e subtropicais do pais (FACO et al., 2005). Atualmente, este
cruzamento € amplamente conhecido como Girolando, representando 80% da
producdo de leite no pais (CANAZA-CAYO et al., 2014).

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, com
aproximadamente de 213,5 milhdes de cabecas (IBGE, 2018), tem o terceiro maior
rebanho de vacas leiteiras, composto de cerca de 15 milhdes de animais, em sua
maioria da raca Girolando, com seus diferentes graus de sangue (CANAZA-CAYO et
al., 2014). A producéo de leite em 2018 foi de 33,8 bilhdes de litros, com incremento
na produtividade média de leite em 4,7% em relacdo a 2017 (IBGE, 2018). Esse
crescimento provavelmente estd associado ao intenso trabalho de melhoramento
genético dos animais, associado ao uso de tecnologias de reproducéo assistida,
acelerando os cruzamentos entre animais das racas Gir e Holandesa (DALTRO,
2018).

De fato, a produtividade de animais Girolando € superior a produtividade
nacional, produzindo 5,2 mil litros/vaca/ano em relacdo a média nacional de 2,6 mil
litros/vaca/ano. Isto demonstra a importacia da raca para o desenvolvimento da
pecudria leiteira no pais (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DE
GIROLANDO, 2018; IBGE, 2017). Além disso, tem sido observada uma crescente
comercializagdo de sémen de touros Girolando no Brasil, chegando a marca de
579.438 doses produzidas no ano de 2017, o que representa 8% de crescimento em
relacdo ao ano de 2016 (SILVA et al., 2019).

2.3 Cruzamentos raciais

Os cruzamentos séo realizados com a finalidade de reunir em um s6 animal
as caracteristicas desejaveis de duas ou mais racas, assim como explorar a
heterose e possibilitar a incorporacdo de material genético desejavel de forma mais
rapida (SANTOS, 2015). A heterose ou vigor hibrido é o fendbmeno pelo qual os

filhos apresentam melhor desempenho do que a média dos pais, e sera tdo mais
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pronunciada quanto mais geneticamente diferentes forem as racas ou linhagens
envolvidas no cruzamento (MIRANDA; FREITA, 2009).

O cruzamento mais comumente utilizado na pecuaria de leite no Brasil € entre
as racas Gir (Bos indicus) e Holandesa (Bos taurus). Este cruzamento permite a
incorporacdo de caracteristicas da raca Gir, como rusticidade, capacidade de
adaptacdo ao clima tropical, longevidade produtiva e reprodutiva, menor custo de
mantenca e boa producdo de leite a pasto, associada as caracteristicas de
precocidade sexual e alta producdo da raca Holandesa, obtendo animais com maior
capacidade produtiva (SANTOS, 2015).

Dependendo do grau de sangue dos animais a serem utilizados no
cruzamento, podem ser formados animais com diferentes graus raciais. O
cruzamento entre dois animais de ragas puras ira gerar animais conhecido como F1.
Desta forma, o nascimento de um produto do cruzamento entre uma fémea Gir e um
touro holandés, ird gerar um produto %2 sangue (F1) Holandes-Gir. O cruzamento
estre estas duas racas puras, e entre seus produtos, podem gerar animais com
diferentes graus raciais, e por meio de diferentes cruzamentos foi originado a raca

Girolando Puro Sintético, conforme mostra a figura 1.

Entre os grupos genéticos mais utilizados na raca Girolando estdo animais 1/4
(1/4 Holandés + 3/4 Gir), 3/8 (3/8 Holandés + 5/8 Gir), 1/2 (1/2 Holandés + 1/2 Gir),
5/8 (5/8 Holandés + 3/8 Gir), 3/4 (3/4 Holandés + 1/4 Gir) e 7/8 (7/8 Holandés + 1/8
Gir), sendo utilizado como padrdo a fracdo da composicdo genética da raca

Holandesa, primeiramente (LEITE, 2016).
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Figura 1 - Diferentes cruzamentos entre as racas Gir e Holandesa originando a raca

Girolando Puro Sintético.

TOUROHOLANDES X VACA GIR

TOUROGIR X VACA HOLANDESA

TOURO HOLANDES X VACA 1/2HOL + 1/2 GIR

TOUROGIR XVACA 1/2HOL +1/2GIR

TOURO 5/8 HOL +3/8 GIR X VACA 3/4 HOL +1/4 GIR

TOURO HOLANDES X VACA 1/4 HOL + 3/4 GIR

TOURO 5/8 HOL +3/8 GIR X VACA 5/8 HOL+3/8 GIR

TOURO 5/8 HOL +3/8 GIR X VACA 5/8 HOL+3/8 GIR

PURO SINTETICO DARACA GIROLANDO (PS)

PURO SINTETICO DARACA GIROLANDO (PS)

FONTE: adaptado de Associagéo Brasileira de Criadores de Girolando (2020).

2.4 Diferencas fisioldégicas entre Bos taurus e Bos indicus na producéo in vitro

de embrides

Existem particularidades reprodutivas entre fémeas pertencentes as
espécies Bos taurus e Bos indicus que podem interferir nos resultados dos
programas de PIVE em bovinos. Animais Bos indicus sdo considerados
diferentes de Bos taurus em relagdo ao numero de ondas de crescimento
folicular, numero de foliculos recrutados por onda, taxa de crescimento folicular e

de ovulagdo e diametro maximo do foliculo dominante e ovulatorio (SILVA et al.,

2015).

Animais Bos indicus apresentam maior nimero de ondas de crescimento
folicular, em geral de 3 a 4 ondas e maior quantidade de foliculos antrais em

relacdo aos Bos taurus, que apresentam 2 a 3 ondas de crescimento folicular



(BALDRIGHI et al., 2012; BALDRIGHI et al., 2014; BORGES et al., 2004).

Animais Bos taurus apresentam maior tamanho de foliculo dominante,
com tamanho médio do foliculo pré-ovulatério de 16 mm, e consequentemente,
maior volume de Corpo Luteo, enquanto que em animais Bos indicus o tamanho
médio do foliculo pré-ovulatorio é de 12 mm (BALDRIGHI et al., 2012).

Embora poucos estudos avaliem a fisiologia reprodutiva de animais
Girolando, foi relatada presenca de 2 a 3 ondas de crescimento folicular nestes
animais (BORGES et al.,, 2001; DEGEFA et al.,, 2016), com o diametro do
foliculo dominante de 13,3 mm em animais de duas ondas, e 11,8 mm em
animais de trés ondas (BORGES et al., 2001).

Em Bos taurus, o numero de foliculos visualizados no momento da
aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (OPU) varia entre 4,1 a 16,9,
enquanto que em Bos indicus, sdo visualizados entre 6,8 a 19,5 foliculos
(GIMENES, 2010). Embora esta grande variagdo possa ocorrer entre animais da
mesma raca, animais Bos taurus tendem a ter menor numero de foliculos
recrutados do que Bos indicus. De fato, Grazia et al. (2012) e Lacerda et al.
(2020) observaram maior média e qualidade de ovdcitos recuperados em
doadoras da raca Gir quando comparada com doadoras da raca Holandesa.
Esse maior nimero de ovocitos recuperados pode ser justificado pelas fémeas
Bos indicus possuirem maior niumero de células germinativas no estagio fetal
(PONTES et al., 2010), altas dosagens séricas do fator de crescimento horménio
antimulleriano (AMH), (BATISTA et al.,, 2014; GHANEM et al., 2016), fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF 1) (BO; BARUSELLI; MARTINEZ,
2003), horménio do crescimento (GH) e glicose (ALVAREZ et al., 2000; SALES,
et al., 2015), os quais estdo envolvidos no recrutamento e crescimento folicular
inicial, além da proliferagdo de células da granulosa e da teca (ALVAREZ et al.,
2000; GUERREIRO et al., 2014; MONTEIRO et al., 2017).

Em relacdo a producdo de embrides, Oliveira et al. (2019) observaram
gue ovdcitos de vacas Gir foram mais competentes para a producédo de embrides
do que ovocitos provenientes de vacas Holandesas, com taxa de prenhez de
41% para doadoras Gir e 22,9% para doadoras Holandesas. Doadoras Y2

possuem maior eficiéncia na producdo de embrides e prenhez do que doadoras
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puras da raca Gir (PONTES et al.,, 2010). O melhor desempenho dos animais
mesticos pode estar associado a heterose promovida pelo cruzamento de duas
racas puras, a qual resulta na superioridade fenotipica de um individuo sobre
seus pais (LIPPMAN; ZAMIR, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os dados de recuperacdo ovocitaria, producdo de embrido e taxa de
prenhez deste trabalho foram obtidos da base de dados de um laboratério comercial
de PIVE localizado na regido da zona da mata do estado de Minas Gerais, Brasil. As
propriedades comerciais estavam localizadas em regido de clima predominante
tropical, indicando inverno seco e verao chuvoso. A pluviosidade média anual foi de
1287 mm e temperatura média anual de 20°C ao longo do periodo do estudo
(INMET). Os animais foram criados em sistema semi-intensivo, em areas de
pastagens sombreadas, com regime de pastejo e agua ad libitum e fornecimento de
suplementacdo mineral. Todos os procedimentos de aspiracéo folicular, producao in
vitro de embrides, transferéncia de embrido, diagndéstico de gestacdo e sexagem
fetal foram realizados pelos mesmos técnicos durante todo o periodo de andlise,
compreendido entre 03/04/2014 e 07/12/2016.

3.1 Aspiracao folicular e selecéo ovocitaria

Em dia aleatorio do ciclo estral, as doadoras foram submetidas a aspiracao
folicular guiada por ultrassonografia (OPU), como preconizado por Monteiro et al.
(2017). Para OPU, foi utilizado aparelho de ultrassonografia modo-B equipado com
transdutor microconvexo de 7,5 MHz (Mindray DP 2200, Shenzen, China). Todos 0s
foliculos com diametro superior a 2 mm foram aspirados com agulha 20G conectada
a um tubo codnico contendo solugdo tampéao fosfato salina (PBS) e 125 Ul/mL de
heparina (Liguemine, Roche Lab, S&o Paulo, Brasil) a 37°C. A OPU foi realizada
utilizando uma bomba de vacuo (WTA, Cravinhos, Brasil) com pressao negativa de
90 mm Hg. Posteriormente, os complexos cumulus-ovoécitos (COCs) foram
classificados com auxilio de estereomicroscopio (Coliman, Santo Andre, Brasil) em
graus 1, 2, 3 e 4 de acordo com integridade de citoplasma e niumero de camadas de
células do cumulus (Stojkovic et al., 2001). Apenas COCs graus 1, 2, 3 foram

considerados viaveis e submetidos a maturag&o in vitro.
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3.2 Producéo in vitro de embrifes

3.2.1 Maturacdo in vitro

Os ovocitos selecionados foram alocados em criotubos contendo meio de
maturacdo coberto com Oleo mineral e transportados até o laboratorio em
transportadora portatil (WTA, Cravinhos, Brasil) a 39°C. No laboratério, os criotubos
foram transferidos para incubadora a 39°C com 5% de CO2em ar até completarem o
periodo de 22 horas de maturagao in vitro (MIV).

3.2.2 Selecao espermatica e fecundacéo in vitro

Apo6s a MIV, COCs e espermatozoides foram co-incubados por 18 horas a
39°C em 5% de CO2 em ar, sendo o dia da inseminac¢é&o in vitro considerado o dia
zero (DO0). Para fecundacéo in vitro (FIV), foi utiizado sémen bovino sexado para
cromossomo X rotineiramente utilizado no laboratério. O sémen foi descongelado a
temperatura de 36-37 °C e entdo submetido a centrifugacdo no gradiente de Percoll
90% e 45% para selecdo espermatica. Posteriomente o pellet foi lavado com meio
Sp-TALP (PARRISH; KROGENAES; SUSKO-PARRISH, 1995) e ressuspendido em
meio de fecundagdo suplementado com heparina, penicilamina, hipotaurina e
epinefrina. Apds a selecdo espermatica por Percoll, a concentacdo espermatica foi
determinada utilizando hemocitdmetro, sendo que o0s espermatozoides foram
adicionados a gota de meio de fecundagdo em uma concentracéo final de 1 x 10°

espermatozoides/mL.

3.2.3 Cultivo in vitro

Apbs co-incubacado, os possiveis zigotos foram lavados e transferidos para
gotas de fluido sintético de oviduto acrescido de aminoacidos, citrato e inositol
(HOLM et al., 1999), acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB). O cultivo in vitro foi



22

realizado durante sete dias (D7) a 39°C e 5% de CO2 em ar. No D7 a taxa de
blastocisto e estagio de desenvolvimento embrionario foi avaliada com auxilio de um
estereomicroscopio. Apos classificacdo, os embrides produzidos foram envasados
em palhetas de 0,25 mL, transportados para as propriedades em transportadora
portatil de embrides (WTA, Cravinhos, Brasil) a 38,5°C e transferidos a fresco para
as receptoras previamente sincronizadas. Todos os embrifes independentes do

estagio de desenvolvimento foram considerados aptos para a inovulagao.

3.3 Transferéncia de embrido e diagnostico de gestacao

Vacas e novilhas mesticas (Bos taurus x Bos indicus) com escore de condicdo
corporal (ECC) entre 2,5 e 3,5 (escala de 1 a 5) de acordo com Edmonson et al.,
(1989) foram utilizadas como receptoras. Em dia aleatério do ciclo estral, os animais
selecionados foram submetidos a um protocolo hormonal a base de progesterona e

benzoato de estradiol para indugéo do estro no mesmo dia da fecundacéo in vitro.

Para a transferéncia de embrido, todos os animais foram submetidos a
avaliacdo ultrassonogréfica (Mindray DP 2200, Shenzhen, China), sendo
considerados aptas para receberem embrido as receptoras que apresentavam corpo
lteo (CL). O tamanho do corpo luteo foi avaliado e classificado de acordo com
Baruselli et al. (2003) em CL1 (area>2,0 cm?), CL2 (4rea=1,5-2,0 cm? e CL3
(4rea<1,5 cm?). Os embrides foram transferidos para o corno uterino ipsilateral ao
ovario com CL. Apds 60 dias (D60), o diagnodstico de gestacdo e sexagem fetal
foram realizados por ultrassonografia transretal de acordo com a metodologia de Ali
e Fahmy (2008), sendo considerado fémea quando o tubérculo genital estava
localizado préoximo a base da cauda e macho quando estava localizado proximo ao

corddo umbilical.
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3.4 Andlise estatistica

Os dados relacionados ao efeito da ragca das doadoras, estagcdo do ano e
influéncia do tourona producéo de embrides ndo apresentaram distribuicdo normal,

sendo comparados pelo teste de Kruskal-Wallis.

O efeito da producéo ovocitéria foi testado pelo teste de ANOVA e comparado
pelo teste de Tukey, para andlise comparativa do lado da ovulacao foi utilizado o
teste de qui-quadrado. Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrédo

da média (E.P.M.), considerando diferencas significativas com P<0,05.

3.5 Experimento 1. Efeito do grau de sague da doadora na quantidade de

ovocitos aspirados, producéo de embrides e prenhez

Para avaliar o efeito da raca da doadora na quantidade de COCs aspirados,
producdo de embribes e prenhez, foi determinada a média de ovdcitos totais e
viaveis por sessdo de OPU em doadoras Girolando % (¥4 Holandés — % Gir; n= 42
OPU/7 doadoras), 2 sangue (¥2 Holandés — %2 Gir; n= 462 OPU/145 doadoras) e ¥
(%2 Holandés e ¥ Gir; 43 OPU/18 doadoras). Os COCs aspirados foram utilizados na
PIVE, sendo avaliada a taxa de blastocisto em D7 e a taxa de prenhez aos 60 dias

de gestacéo.

3.6 Experimento 2: Efeito da quantidade de ovoécitos aspirados sobre a

gualidade dos ovocitos, producao de embrides e prenhez

Para avaliar se a gquantidade de COCs aspirados no momento da OPU

poderia influenciar nos indices da PIVE, foram utilizadas doadoras % Sangue Gir-
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Holandés (n=24) submetidas a =210 sessdes de OPU. De acordo com a quantidade
total de ovdcitos recuperados por doadora, estas foram divididos em 3 grupos de
acordo com a média de COCs recupeados: baixa (<25 ovdcitos; n=8), média (25-30
ovocitos; n=8) e alta (>30 ovocitos; n=8) quantidade de ovdcitos coletados no
momento da OPU. Além disso, foi avaliada a influéncia do nimero de COCs
aspirados na velocidade de desenvolvimento embrionario. Dentro de cada grupo foi
determinada a proporcao de ovocitos viaveis e a média e porcentagem de embrides

produzidos em D7 e prenhez em D60.

3.7 Experimento 3: Efeito da estacdo do ano na qualidade dos ovadcitos,

producédo de embrides e prenhez

Doadoras % sangue Holandés-Gir (n= 78) que foram aspiradas pelo menos
em trés estacdes do ano (n=195 OPU), foram utilizadas para verificar a influéncia do
Verdo (n=51 OPU), Outono (n=53 OPU), Inverno (n=38 OPU) e Primavera (n=53
OPU) sobre os indices da PIVE. Dentro de cada grupo foi determinada a quantidade
de COCs aspirados, a proporcao de ovocitos viaveis, a média e porcentagem de
embrides produzidos em D7 e prenhez em D60. Além disso, foi avaliada a influéncia
da estacdo do ano no volume do corpo lateo das receptoras de embrido. Também foi
avaliado a frequéncia de ovulagdo no ovério esquerdo e ovario direito e a relacdo do

lado da ovulagéo na taxa de prenhez.

3.8 Experimento 4: Efeito do touro na producao de embrido, prenhez e acuréacia

da sexagem

Para avaliar se o touro influenciou no desenvolvimento embrionario e

prenhez, foram utilizados touros da raca Holandés (n=8), utilizados na fecundacéo
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de no minimo 300 ovdcitos. Para cada touro, foi avaliada a taxa de producao de
embrido em D7 e prenhez aos 60 dias. Para avaliar acurdcia da sexagem

expermatica foi utilizada a técnica de sexagem fetal aos 60 dias de gestacéao.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1. Efeito do grau de sague da doadora na quantidade de

ovocitos aspirados, producédo de embrides e prenhez

Doadoras Y2 sangue (¥2 Holandés — %2 Gir) apresentaram maior producéo de
ovOcitos viaveis e totais em relacdo a doadoras Y4 (Y4 Holandés — % Gir), assim
como maior numero de embrides produzidos em relacdo as doadoras Y1 e %, e
maior numero de prenhez em relacdo a doadoras ¥ (Tabela 1). Entretanto, a
porcentagem de prenhez das doadoras %2 sangue foi semelhante aos dois outros
graus de sangue, sendo que doadoras ¥4 abtiveram maior porcentagem de prenhez

em relagdo as doadoras % (Tabela 1).

Tabela 1 - Média (+ erro padrdo da média) de ovdcitos totais e viaveis, taxa de
producdo de embrides no dia 7 de desenvolvimento e taxa de prenhez de doadoras
Y4 (Y2 Holandés — % Gir), ¥2 (%2 Holandés — %2 Gir) e % (¥a Holandés — ¥4 Gir).

Doadora Ovbcito Embriao Prenhez
(n/nOPU) Totais Viaveis % X % X %
Ya
17,6+1,4° 11,3+1,0° 63,08 2,6+0,3° 24,3* 0,8%0,1%® 41,22
(7142)
Ys
28,0+0,82  19,7+0,68 71,58 4,8+0,22 23,32 1,840,112 37,72
(145/462)
3
25,6+3,2% 17,8+2,3% 69,82 1,6+0,3° 9,0° 0,6+0,2° 28,3°
(18/43)

ab variaveis com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05).
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4.2Experimento 2: Efeito da quantidade de ovécitos aspirados sobre a

gualidade dos ovocitos, producao de embrides e prenhez

A quantidade de ovdcitos totais e viaveis diferiu entre os trés grupos, sendo a
porcentagem de ovdécitos viaveis superior no grupo de alta, em relacdo ao de baixa
producdo de ovdcitos (Tabela 2). Ao se avaliar a producdo de embrido, foi
identificado que doadoras de baixa producdo de ovdcito tiveram menor quantidade
de embrides produzidos, entretanto com maior porcentagem de embrides em
relacdo as doadoras de alta producdo de ovécitos (Tabela 2). Para a taxa de

prenhez, ndo foi encontrada diferenca entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 - Média (+ erro padrdao da média) de ovdcitos totais e viaveis, taxa de
producdo de embrides no dia 7 de desenvolvimento e taxa de prenhez de doadoras
Y% sangue Holandés-Gir de baixa (<25 ovdcitos totais), média (25-30 ovocitos totais)
e alta (>30 ovocitos totais) quantidade de ovécitos coletados no momento das
aspiracodes foliculares guiadas por ultrassonografia (OPU).

Grupo Ovdcitos Embrido Prenhez
(n doadora/n Totais Viaveis % X % >‘< %

OPU)

Baixa 19,3+1,02 13,3%0,8% 68,9° 5,1+0,4* 38,4% 1,6+0,22 34,22

(8/73)

Média 27,6+1,3> 19,6+1,0° 71,0 6,440,6%> 32,7%® 1,9+0,2*® 36,62

(8/69)

Alta 38,7+£3,2° 28,0+3,0° 72,4 7,1+1,6° 254 2,2+0,7% 36,12

(8/120)

abc variaveis com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

Nao foi observado efeito da quantidade de COCs aspirados, sobre o0 estagio
de desenvolvimento embriondrio no dia 7 de cultivo, sendo que a maioria dos

embrides estavam em estagio de blastocisto expandido em D7 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Porcentagem de embrides de acordo com o estagio de desenvolvimento
embrionario em D7 de doadoras % sangue Holandés-Gir de baixa (<25 ovocitos
totais), meédia (25-30 ovocitos totais) e alta (>30 ovocitos totais) quantidade de
ovoécitos totais coletados no momento da aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (OPU).

Grupo Estadgios de desenvolvimento embrionario (%)
(n doadora/n OPU) BL BX BN BE Total
Baixa (8/73) 24,4 73,5 1,6 0,3 265
Média (8/69) 20,6 79,3 0,0 0,0 218
Alta (8/120) 21,7 76,7 0,5 0,9 537

BL: Blastocisto; BX: Blastocisto expandido; BN: Blastocisto em ecloséo; BE: Blastocisto eclodido.
Dados analisados pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).

4.3Experimento 3: Efeito da estacdo do ano na qualidade dos ovdécitos,
producado de embrides e prenhez

Maior porcentagem de ovOcitos viaveis foi observada na estacdo da
primavera em relacdo ao inverno (Tabela 4). Para as variaveis de producdo de

embrido e prenhez, néo foi identificado efeito da estacdo do ano (Tabela 4).

Tabela 4 - Média (+ erro padrao da média) de ovdcitos totais e viaveis, taxa de
producdo de embrides no dia 7 de desenvolvimento e taxa de prenhez de doadoras
Y sangue Gir-Holandés de acordo com a estagdo do ano.

Estagcédo do ano Totais Viaveis Embriao Prenhez
(OPU) X % X % X %

Inverno (38) 34,9+3,6% 24,2+2,8% 69,3 5,2+0,7° 21,5° 1,9+0,4% 34,5°
Primavera (53) 28,0+1,7% 21,0+1,4* 75,0® 5,8+0,7*% 27,6° 1,6+0,3* 39,9°
Veréo (51) 36,4+3,4% 26,7+2,6% 73,4% 6,6+1,1° 24,7% 2,2+0,3* 40,52
Outono (53) 30,2+2,6% 21,7+2,1* 71,9% 6,2+0,7° 28,6° 2,3+0,5* 20,82

abv/ariaveis com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste Kruskal-
Wallis (P<0,05); OPU= aspiracao folicular guiada por ultrassonografia.

Em relacédo a influéncia da estacdo do ano no tamanho do corpo luteo, néao
houve efeito da época do ano no tamanho do corpo liteo, sendo encontrado
variacdo do CL1 entre 9,9 a 20%, CL2 53,2 a 56,5% e CL3 de 25,3 a 34,8% nas

diferentes estagfes ao longo do ano (inverno, verdo, outono e primavera).
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Em relacdo ao lado em que ocorreu a ovulacéo, foi encontrado maior niamero
de ovula¢des no lado direito, ndo sendo observada influéncia do lado do corpo lateo

na taxa de prenhez das receptoras (Figura 2).

Figura 2 - Porcentagem de ovulacéo e prenhez de acordo com o lado do ovario em
gue ocorreu a ovulacao.
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ab| etras diferentes em colunas da mesma cor diferem entre si pelo teste qui-quadrado (P<0,05).

O lado que ocorreu a ovulacdo também nado apresentou influéncia no

tamanho do corpo luteo (Figura 3).
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Figura 3 - Porcentagem do tamanho do corpo Iuteo de acordo com o lado do
ovario em que ocorreu a ovulacao.

o (o2}
o o

N
o

Porcentagem (%)
N w
(@) o

[ERN
o

o

1 2 3

m Esquerdo m Direito

*Tamanho do corpo liteo classificado de acordo com Baruselli et al. (2003), 1: CL1= area>2,0 cm?;
2:CL2= area 1,5-2,0 cm?, 3:CL3= area<1,5 cm?
*Dados analisados pelo teste de qui-quadrado (p<0,05)

4.4 Experimento 4: Efeito do touro na producao de embrido, prenhez e acuracia
da sexagem

Foi observado que, independente do touro, os embrides em D7 estavam em
sua maioria no estagio de blastocisto expandido, e maior porcentagem de embrides
produzidos foi encontrado nos touro 01, 03, 04 e 07 em relag&o aos touros 02 e 06
(Tabela 7). Nao foi observado diferenca na taxa de prenhez e no estagio de
desenvolvimento embrionario em relacdo ao touro. Da mesma forma, néo foi
encontrado efeito do touro na acurécia de sexagem, a qual variou entre 75,0 e

98,0% de acurarcia entre os touros.
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Tabela 5 - Estagio de desenvolvimento embrionario e porcentagem de embrido em

D7 e taxa de prenhez aos 60 dias de acordo com o touro utilizado.

Touro BL BX BN BE Embrido Prenhez
(OPU/OVOCITOS (%) (%)

VIAVEIS)

1 (66/1740) 25,7%*  70,7%* 0,5%% 2,9%% 27,77 31,92
2 (92/1517) 23,0%% 77,0%* 0,0%* 0,0%° 16,4° 31,18
3 (46/807) 21,0%*  77,0%* 2,0%* 0,0%° 34,8° 41,32
4 (31/608) 26,0%*  74,0%* 0,0%* 0,0%% 26,42 41,82
5(14/317) 44,0%% 53,0%* 2,0%* 0,0%* 23,9 43,42
6 (22/356) 22,0%*  75,0%* 0,0%* 3,0%% 9,5° 46,8%
7 (12/365) 46,0%%  51,0%* 3,0%* 0,0%° 26,32 37,22
8 (13/322) 31,0%*  69,0%* 0,0%* 0,0%* 13,9%° 28,82

BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BN: blastocisto em ecloséo; BE: blastocisto eclodido.
&b \/ariaveis com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste Kruskal-

Wallis (P<0,05).
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito de diferentes graus de sangue de doadoras
Girolando, sobre os resultados de um programa de producéo in vitro de embrides de
animais destinado a producéo leiteira, assim com a influéncia da época no ano e
numero de COCs aspirados sobre diferentes variaveis da PIVE. Doadoras Y2 (%
Holandés — %2 Gir), apresentaram maior producdo de ovOcitos viaveis e totais em
relacdo a doadoras ¥4 (%2 Holandés — % Gir), e maior porcentagem de embrides em

relacdo a doadoras ¥a.

E conhecido que doadoras Bos indicus exibem maior nimero de foliculos
recrutados por onda de crescimento folicular do que doadoras Bos taurus
(CARVALHO et al., 2008), sendo esperado que animais com maior grau de sangue

Bos indicus apresentem maior quantidade de ovocitos por sessao de OPU.

O maior numero de foliculos antrais em Bos indicus pode estar relacionado as
altas dosagens séricas do fator de crescimento hormonio antimulleriano (AMH),
(BATISTA et al., 2014; GHANEM et al., 2016), insulina (IGF) | (BO; BARUSELLI;
MARTINEZ, 2003), horménio do crescimento (GH) e glicose (ALVAREZ et al., 2000;
SALES, et al., 2015), que sdo envolvidos no recrutamento e crescimento folicular
inicial, além da proliferacdo de células da granulosa e da teca (ALVAREZ et al.,
2000; GUERREIRO et al., 2014; MONTEIRO et al., 2017). Neste sentido, esperava-
se também que animais ¥ apresentem maior quantidade de COCs por OPU.
Entretanto, o melhor desempenho das doadoras % sangue pode ser resultado da
maior expressdo da heterose nestas doadoras, uma vez que a heterose sera mais
pronunciada quanto mais geneticamente diferente forem as racas ou linhagens
envolvidas no cruzamento, sendo a heterose maxima adquirida nos animais hibridos

F1 ou de primeira cruza (MIRANDA; FREITAS, 2009).

Quanto a producdo de embrides, doadoras Y2 (*2 Holandés — Y2 Gir)
apresentaram maior quantidade de embrides produzidos do que doadoras Vs (Y4
Holandés — % Gir) e ¥ (% Holandés — %4 Gir), com as doadoras % produzindo menor

porcentagem de embrido em relacdo aos outros graus de sangue. Era esperado que
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doadoras %, as quais possuem maior grau de sangue holandés, apresentassem
menor porcentagem de embrides produzidos em relacdo as demais doadoras. De
fato, animais Bos taurus apresentam menor qualidade e quantidade de ovécitos
(LACERDA et al., 2020; PONTES et al., 2010; SALES et al, 2015) e
consequentemente, influenciam negativamente a porcentagem de producdo de
embrides. Pontes et al. (2010) ndo observaram diferencas na producédo de embrides
e prenhez entre doadoras ¥z e %, porem ambas as doadoras foram mais eficientes
na producdo de embrides e prenhez do que doadoras puras da raca Gir. Isto
confrma a hipétese de que animais cruzados podem apresentar melhor
desempenho do que as ragas puras utilizadas em seu cruzamento devido a

heterose.

Também foi avaliado se a quantidade de COCs por sessdo de OPU
influenciaria as taxas da PIVE. Doadoras classificadas no grupo de alta producéo de
ovoécitos apresentaram maior quantidade e porcentagem de ovOcitos viaveis e
namero de embrides produzidos em relacdo as doadoras de baixa producdo de
ovocito. De fato, a quantidade, assim como a qualidade dos complexos cumulus
ovacito, é considerada como uma das caracteristicas que mais influencia a producao
in vitro de embrides (BATISTA et al., 2016; LOIOLA et al., 2014; VASCONCELOS,
2017).

Segundo Lacerda et al. (2020) e Pontes et al. (2010), a porcentagem de
ovdcitos viaveis em doadoras taurinas e zebuinas é de aproximadamente 66,5% e
71% respectivamente, sendo esperado que doadoras com maior producao de
ovécitos apresentem maior quantidade de ovécitos viaveis. Entretanto a
porcentagem de embrides produzidos por doadoras de baixa producgéo de ovécito foi
superior em relacdo as doadoras de alta producdo. Neste estudo foi realizada
apenas a avaliacdo morfolégica do COCS, sendo que existem outros fatores
moleculares e bioquimicos que podem influenciar o sucesso de um ovocito em gerar
um embrido. Na maturagdo ovocitaria ocorrem eventos citoplasmaticos como sintese
de proteinas, modificacdes moleculares, redistribuicdo das organelas intracelulares e
maturacdo dos mecanismos de liberacdo do Caz. Portanto varios fatores atuam na
aquisicdo de competéncia ovocitaria, influenciando sua capacidade de se
desenvolver a embrido (GOTTARDI; MINGOTI, 2009; STOJKOVIC et al., 2001). E

possivel que doadoras que apresentem alta producdo de ovécitos tenham maior
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namero de ovécitos sujeitos a alteracbes nestes fatores, comprometendo sua
capacidade em se densenvolver até embrido. Sendo que os genes envolvidos na
foliculogénese e oogénese sao expressos de forma diferente nas células do cumulus
e células da granulosa de doadoras com baixo e alto nimero de foliculos. Essas
diferencas moleculares sugerem que a regulacdo da maturacao ovocitaria, retomada
meidtica e expansao das células do cumulus podem ser influenciadas pelo nimero
de foliculos (ROSA et al., 2018). Entretanto é importante ressaltar que esses genes
ndo foram relacionados a competéncia ovocitaria, pois 0os ovOcitos obtidos dos
grupos de doadoras apresentaram a mesma capacidade de maturacao, fertilizacéo e
desenvolvimento embrionério inicial. Ha poucos estudos que compararam as taxas
de producéo de embrides em animais de diferentes graus de sangue girolando com
alta, média e baixa producdo ovocitaria, sendo que outros fatores podem ser
responsaveis pela diferenca encontrada entre a porcentagem de embrides

produzidos.

Embora a quantidade de COCs obtidos por doadora tenha influenciado na
porcentagem de ovOcitos viaveis e producdo de embrido, ndo foi encontrado efeito
sobre o estagio de desenvolvimento embrionario em D7 e taxa de prenhez. Em
estudo realizado por Lacerda et al. (2020) e Pontes et al. (2011), também nao foram
encontradas variacdes na porcentagem de prenhez aos 60 dias entre animais de
alta, média e baixa producdo de ovdcitos, confirmando que a quantidade de COCs

recuperados por sessédo de OPU, néao afeta a prenhez.

Isto ocorre, pois a taxa de prenhez esta mais relacionada a fatores inerentes
ao embrido, como qualidade do embrido implantado, e estagio de desenvolvimento,
e ndo a quantidade de COCs. Segundo Kubisch et al. (2004), blastocistos
expandidos possuem niveis mais elevados de interferon-tau (IFN-T) no meio de
cultura em relagdo aos blastocistos e blastocistos iniciais, mostrando maior
capacidade de sinalizar a gestacdo. Além disso, mesmo os embrides sendo
transferidos no mesmo periodo de desenvolvimento, os embrides que atingirem um
estagio de desenvolvimento mais avancado podem ter maior sobrevivéncia,

consequentimente maior taxa de prenhez (LACERDA et al., 2020).

Com relacdo a estacao do ano foi observada maior porcentagem de ovdcitos

viaveis na estacdo da primavera em relacdo ao inverno. Lacerda (2020), avaliando
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producdo de ovécitos totais de doadoras Gir e ¥ sangue no verdo em relacdo ao
inverno identificaram maior quantidade de ovdcitos durante o verao, correlacionado
esta diferenca a disponibilidade e qualidade de alimentos nas pastagens. Durante o
desenvolvimento do ovécito, o metabolismo da glicose € essencial para o
fornecimento de energia para maturagado nuclear, expansao das células do cumulus
e reacdes de oxirreducdo, sendo fundamental uma boa alimentacdo para o
fornecimento de glicose (SUTTON-MCDOWALL; GILCHRIST; THOMPSON, 2010).

De fato, espera-se que no inverno tenha uma menor qualidade ovocitaria,
visto que na estacdo da secal/inverno hd menor umidade no solo, baixas
temperaturas e fotoperiodo reduzido, gerando pastagem com menor qualidade
nutricional (LIU et al, 2018, PETERSON; SHEAFFER; HALL, 1992; REIS;
BARBERO; HOFFMANN, 2016; SANTOS et al., 2004). Com isso, durante a estacao
da secalinverno, a baixa disponibilidade de forragem associada ao aumento da
porcao fibrosa das forrageiras, limita a ingestdo e o atendimento das exigéncias
nutricionais, suprindo menos de 60% destas necessidades para animais que s&o
mantidos em sistema de pastejo na estacdo da seca (BARBERO, 2016; OLIVEIRA,
2014; REIS; BARBERO; HOFFMANN, 2016; SANTOS et al., 2004). Com o inicio das
chuvas, e reestabelecimento da qualidade das pastagens na estacdo da primavera,
ocorre melhoria no fornecimento nutricional e energético dos animais justificando a

melhor qualidade dos ovocitos nesta estagao.

Além da avaliagdo das doadoras, foi avaliado também a incidéncia de
ovulagcdo nos ovarios direito ou esquerdo das receptoras, sendo encontrado maior
numero de ovulagcdes no ovério direito em relacdo ao ovéario esquerdo. Outros
estudos relataram resultado semelhante (DEMCZUK et al.,1998; FERREIRA; SA;
VETROMILA 1998; SPELL et al., 2001; VIANA et al.,1999), os quais atribuem estes
resultados pela menor circulagdo sanguinea que chega ao ovario esquerdo,
provocada pela compressdo do rumen localizado no lado esquerdo da cavidade
abdominal. Com isto, os niveis séricos de homénios que chegam ao ovario
esquerdo, como horménio foliculo estimulante (FSH), pode ser menor, com prejuizo
do crescimento folicular, e consequentemente na taxa de ovulagdo observada entre
os ovarios (FERREIRA,; SA; VETROMILA, 1998).
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Nao foi observada variagdo entre os touros em relacdo a influéncia no estagio
de desenvolvimento embrionario. Isto mostra que o touro ndo exerce influéncia na
velocidade do desenvolvimento dos embrides. Entretanto, ocorreram variagdes na
porcentagem de embrido de acordo com o touro utilizado, o que se assemelha a
outros estudos que mostram variagcdes na taxa de fertiidade entre touros tanto in
vivo (FILHO et al., 2009; WARD et al., 2001) quanto in vitro (ALOMAR et al,,
2008; MACHADO et al., 2009; SAMARDZIJA et al., 2006).

Esta diferenca na fertilidade vem sendo amplamente estudada por diferentes
grupos de pesquisa, associando variacbes na fertilidade do touro a qualidade
seminal (ALOMAR et al., 2006; TANGHE et al., 2002), composi¢cdo da proteina da
membrana plasmatica do espermatozoide (RONCOLETTA et al., 2006), perfil de
expressdo de genes do espermatozoide (KHATIB et al., 2009), e micro RNA
(GOVINDARAJU et al.,, 2012), assim como diferencas na sensibilidade dos
espermatozoides de alguns animais ao processo de sexagem (SERAFIM et al.,
2018).

Outra avaliagdo relacionada ao touro foi referente a acurécia da sexagem
espermatica, sendo observado que a técnica de sexagem foi igualmente eficiente
para a determinacdo do sexo, independente do touro. Desde o desenvolvimento da
tecnologia de sexagem espermatica por citometria de fluxo, em 1989 até o presente
momento a acuracia de sexagem é de aproximadamente 90%, independente se a
sexagem espermatica é realizada para fémea ou para macho (JOHNSON; WELCH,
1999; SEIDEL JR, 2003).
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que doadoras %2 (Y2
Holandés — % Gir) apresentam maior producdo de ovécitos do que doadoras % (1/4
Holandés — % Gir), e possuem maior eficiéncia na producdo de embrides do que
doadoras Y4 (Y4 Holandés — 3. Gir), e % (% Holandés — ¥ Gir). Além disso, foi
observado que a alta produc&o de ovdcito é uma caracterisca positiva relacionada a
qualidade dos ovécitos e que a estacdo de inverno influéncia negativamente na
porcentagem de ovocitos recuperadados em a pasto. Por utimo, o0 touro apresenta
influéncia na porcentagem de embrifes produzidos e nao interfere na acurécia da

técnica de sexagem espermatica.
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