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RESUMO

PEREIRA, Anamara. Varia¢c6es climéticas ao longo do ano e resultados da
PIVE em doadoras de diferentes grupos genéticos. Orientador: Carlos
Antonio de Carvalho Fernandes. Alfenas: UNIFENAS, 2012. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal, area de concentragdo Reprodugao Animal).

Objetivou-se comparar a distribuicdo dos resultados da PIVE ao longo dos
meses do ano em doadoras de diferentes grupos genéticos bovinos. Foram
utilizados 2.309 resultados de aspira¢gdes foliculares, sendo 960 em fémeas
das subespécies Bos taurus taurus e 1349 em doadoras das subespécies Bos
taurus indicus. O regime de manejo dos animais foi o semiconfinamento, e a
suplementagcao mineral ad libitum. Utilizou-se aparelho de ultrassonografia,
equipado com transdutor setorial microconvexo intravaginal de 7,5 MHz. Todos
os foliculos com didmetro superior a 3 mm foram identificados e puncionados.
Os Complexos Cumulus Odécitos (CCOs) recuperados foram transferidos para
placas de cultivo 60x15mm contendo meio DPBS Flush onde foram
selecionados, contados e classificados com base em seu aspecto morfologico.
Os odcitos iniciaram seu desenvolvimento in vitro (Maturacdo, Fertilizagcédo e
Cultivo), em situagbes que simulam artificialmente todos os processos
biolégicos do aparelho reprodutor da fémea doadora bovina. As doadoras
zebuinas apresentaram maior recuperagcao média por OPU de odcitos viaveis,
totais e producdo de embrides em relagdo aos taurinos respectivamente (6,9 vs
13,2; 11,6 vs 20,4 e 1,6 vs 4,0 ; P<0,05). Considerando os grupos genéticos
em conjunto, foram observadas diferengas na produc¢ao de embrides totais € na
conversao de odcitos viaveis a embrides nas diferentes épocas do ano, apenas
tendéncia a melhor conversdo de embriées no inverno (24,4 + 1,8) em relagao
ao verao (20,8 + 1,6). A taxa média total de conversao de odcitos em embrides
foi maior em zebuinas (23,5 vs 30,6 - P<0,0001). As conversdes diferiram em
todos os meses (P<0,05) entre zebuinos e taurinos, exceto no més de maio.
Nas fémeas taurinas, as taxas de conversdo se comportaram de maneira
semelhante ao longo do ano, ndo sendo observadas diferengas. Conclui-se que
vacas zebuinas produzem mais odcitos viaveis e totais que vacas europeias,
que a producado de embrides € maior em vacas zebuinas, ndo somente pela

maior produgdo de odcitos, mas também pela melhor taxa de conversdo. Nao



houve variagado sazonal na producao de odcitos viaveis e totais e embrides nas
vacas de origem europeia. Vacas zebuinas produzem menos embrides nos

periodos mais frios do ano, principalmente nos meses de abril € maio.

Palavras-Chave: Bovinos; Fémeas; Temperatura; Estresse; Embrides;
Odcitos.



ABSTRACT

Pereira, Anamara. Climatic variations throughout the years and results in
PIVE donors of different genetic groups. Advisor: Carlos Antonio Fernandes
de Carvalho. Alfenas: UNIFENAS, 2012. Dissertation (MSc in animal science,

Animal Reproduction concentration area).

The objective was to evaluate and compare the effects of genetic group of the
donor and climatic variables on results of in vitro embryo production in cattle
donors. 2313 results of follicular aspiration were used, which 961 in females of
the subspecies Bos taurus taurus and 1352 from donors in the subspecies Bos
taurus indicus. The management regime of the animals was the semi-
confinement, and the mineral supplementation was ad libitum. The follicular
punctures were performed by the same technician, with intervals of at least
thirty days. We used ultrasound equipped with intravaginal microconvex sector
transducer 5 to 7.5 MHz. All follicles larger than 3 mm were identified and
punctured. The cumulus oocyte complexes (COCs) recovered were transferred
to plates containing culture medium 60x15mm flush where DPBS were
selected, counted and sorted based on their morphological appearance. After
their arrival at the laboratory of Biotran Company, the oocytes were transferred
to plates where they remain until complete maturation period of 24 hours. The
semen used in vitro fertilization (IVF) was thawed at 35°C and evaluated for
motility and vigor. IVF was performed after 18 hours in a controlled atmosphere
incubator. After seven days of fertilization, the embryos were evaluated in each
group. Donors of zebu had higher average recovery of viable and total oocytes
and of embryo production in relation to taurus respectively (6.9 vs. 13.2, 11.6
vs. 20.4 and 1.6 vs. 4.0, P <0.05). Whereas genetic groups together will reveal
differences in embryo production and total conversion of viable oocytes
embryos at different times of the year, only the best conversion trend of
embryos in winter (24.37 £ 1.85) compared to summer (20.84 + 1.57). The
average total conversion of oocytes was higher in embryo zebu (23.5 vs. 30.6 -
P <0.0001). Conversions differed in all months (P <0.05) between taurus and

zebu cattle, except in the month of May. In taurus females, conversion rates



behaved similarly throughout the year, no differences were observed. We
conclude that zebu cows produce more total and viable oocytes than the taurus
cows, and that the production of embryos is higher in zebu cows, not only
because of the increased production of oocytes, but also because of the best
conversion rate. There was no seasonal variation in the production of viable and
total oocytes and embryos in cows of European origin. Zebu cows produce
fewer embryos during the colder periods of the year, especially in the months of

April and May.

Key words: Cattle; Female; Heat stress; Embryos; Oocytes.
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1. INTRODUCAO

Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos tropicos e sao
submetidos a temperaturas mais altas que animais que habitam climas temperados.
Os zebuinos (Bos taurus indicus) sao predominantes nos trépicos devido a sua
maior resisténcia ao estresse resultante das altas temperaturas, da umidade relativa
do ar em certos periodos do ano, quando comparada a resisténcia das ragas de
origem europeia (Bos taurus taurus) (HANSEN, 2004; BARROS et al., 2001).

Nas regides tropicais a temperatura média do ar situa-se acima dos 20°C,
sendo que a temperatura maxima normalmente se encontra acima dos 30°C durante
maior parte do ano, atingindo, muitas vezes, valores acima de 38°C (VIEIRA, 2012).

Existe, para cada espécie, uma faixa de temperatura ambiente dentro da qual
o0 animal homeotermo praticamente n&o utiliza seu sistema termorregulador. Essa
faixa € denominada Zona de Conforto Térmico (ZCT), segundo Titto (1998). Para
bovinos leiteiros de origem europeia (Bos taurus taurus), a ZCT situa-se entre 5 e
25°C (YOULSEF, 1985; ROENFELDT, 1998) e, para as ragas de origem zebuina, no
caso Bos taurus indicus, de 24 a 27°C (DIRKSEN et al., 1993). Contudo, essa ZCT
depende de outros fatores como idade, espécie, raga, consumo alimentar,
aclimatizagao, nivel de produgao, isolamento externo (pelame), entre outros.

Em resposta ao estresse térmico, os animais apresentam aumento da
transpiracdo, da frequéncia respiratéria, da frequéncia cardiaca; diminuicdo do
metabolismo, redug¢do na ingestdo de matéria seca, aumento no consumo de agua e
da temperatura corporal. Além disso, o0 aumento da temperatura afeta
negativamente o desempenho reprodutivo.

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reprodugdo como a
inseminagao artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a producdo de
embrides in vitro (PIV) sdo importantes para o melhoramento genético dos rebanhos.
A producéo e a transferéncia de embrides no Brasil vém mantendo o crescimento na
ultima década, consolidando o Pais como referéncia no emprego de biotécnicas
reprodutivas, particularmente a PIVE (VIANA, 2010). Viana cita também que 66,6%
dos embrides PIVE sao produzidos no Brasil. Porém, a variacdo dos resultados da

recuperacao de odcitos e de conversdo em embrides € um grande desafio para a
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PIVE no contexto atual, o que leva a necessidade de pesquisa das causas
relacionadas a essas variagdes, nas condi¢gdes do Brasil.

A capacidade de um embrido responder a mudang¢as no seu ambiente é
limitada durante as primeiras clivagens, quando grande parte do genoma
embrionario é ainda inativo. Esse periodo de baixa atividade transcricional cria
uma janela na qual os embrides sao particularmente sensiveis a certas formas
de estresse. Uma das alteragcbes no ambiente materno que causam efeitos
profundos na sobrevivéncia embrionaria € o aumento na temperatura corpérea
em decorréncia do calor ou da febre (PAULA LOPES E HANSEN, 2002).

Desta maneira, a PIVE se tornou, apos 2004, a técnica de elei¢cao para a
producao de embrides em racgas zebuinas, o que levou o mercado nacional de
embrides para um novo patamar (com mais de 200.000 embrides
produzidos/ano; VIANA et al., 2010). Essa técnica permite que seja produzida
até uma gestagcdo por semana por doadora (BOUSQUET et al., 1999). Em
2008, 66,6% do total de embrides PIVE produzidos no mundo foram no Brasil.
Nesse mesmo ano, o Brasil teve 220.425 embrides produzidos in vitro,
enquanto que, no mundo, a produc¢ao de embrides foi de 330.953 (VIANA et al.,
2010).

A fertilidade é uma das variaveis de maior impacto econémico em todo o
processo de produgdo. Sendo assim, os efeitos do ambiente sobre essa
variavel sdo tdo importantes, necessitando o animal sempre de um ambiente

de conforto térmico, para maximizar sua eficiéncia (CARVALHO et al., 1995b).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. AMBIENTE E CLIMA

Dos fatores do meio que afetam o bem-estar, o clima &, sem duvida, o
mais importante. A eficiéncia produtiva e reprodutiva de qualquer animal se
relaciona com estimulos do ambiente onde vivem. A fertilidade € uma das
variaveis de maior impacto econdmico em todo o processo de produgao, por
isso os efeitos do ambiente sobre essa variavel sao tao importantes,
necessitando o animal sempre de um ambiente de conforto térmico, para
maximizar sua eficiéncia (CARVALHO et al., 1995b).

O ambiente térmico do animal é composto por elementos como a
temperatura, a velocidade e a umidade do ar e, ainda, a radiagao solar. Muitas
vezes, esses componentes ocorrem em valores extremos, dificultando a
resposta produtiva ou mesmo a sobrevivéncia (CURTIS, 1983).

Bovinos s&o animais homeotérmicos, ou seja, mantém a temperatura
corpérea relativamente constante independentemente das variagdes
ambientais. Para que isso ocorra, € necessario que haja equilibrio entre a
producdo (termogénese) ou absor¢cédo e as perdas de calor (termdlise). A
manutencdo da temperatura numa faixa ideal € conseguida por alteracdes
fisiologicas, metabdlicas e comportamentais, de modo a sustentar a
homeostase organica e minimizar as consequéncias adversas da hipo ou
hipertermia, dependendo da circunstancia. Nesse processo de ajuste,
entretanto, fungbes menos vitais ao organismo, como o desempenho produtivo
e reprodutivo, além do bem-estar, podem ser atingidas quando a intensidade e
a duragao dos estressores ambientais excedem a capacidade compensatéria
dos animais, que € uma caracteristica geneticamente determinada
(BERTIPAGLIA et al., 2007).

O controle da temperatura endégena do organismo é exercido pelo
centro termorregulador hipotalamico. O hipotdlamo anterior é responsavel pela
termorregulagdo em altas temperaturas e o posterior confere a termorregulagao
nos ambientes frios. Em situagdes de estresse, ocorre a ativagdo dos sistemas

termorreguladores, que s&o: o vasomotor, que controla o fluxo de sangue
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tecidual (vasodilatagdo ou vasoconstricdo periférica); o pilomotor, responsavel
pela erecdo dos pelos; as glandulas sudoriparas, no que diz respeito a
sudorese; a frequéncia respiratoria, medida em movimentos/ minuto e as
modificagdes na taxa metabdlica (MARQUES, 2000).

Quando ocorre desequilibrio entre a produgao e a dissipagéo de calor
corporal, o animal rapidamente langca mao de mecanismos fisiolégicos para se
manter na temperatura adequada ao funcionamento do seu corpo. Caso falhem
todos os mecanismos, ele entra num quadro de estresse caldrico, que resulta
numa brusca mudanga da circulagdo sanguinea para a periferia, promovendo
aumento da frequéncia respiratéria, do ritmo cardiaco e da temperatura
corporal. Ocorre, entdo, diminuicdo da atividade fisica e de ingestdo de
alimentos, aumenta o consumo de agua e sudorese (WEST, 2002).

Com o passar do tempo, também se altera o perfil hormonal e os
constituintes sanguineos, o que provoca mudangas em todos os sistemas.
Esses fatores estimulam o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, causando
elevacéao sérica de cortisol, hormdnio que, além de mediar varios processos de
resposta a estresse, altera outros sistemas como o reprodutivo, pois interfere
diretamente na producgéo e/ou na liberagdo de outros horménios (INGRAHAM
et al.,1979). Em algumas situagdes, principalmente em animais criados
extensivamente, esses efeitos podem ser confundidos com a variacdo da
disponibilidade quantitativa e qualitativa do alimento, caracterizando o estresse
nutricional, que determina efeitos ndo somente sobre a reproducdo, como
também sobre o crescimento e a produgao dos animais (COSTA e SILVA et
al.,2005).

2.2.ESTRESSE TERMICO E CARACTERISTICAS DE ADAPTACAO

O termo estresse pode ser definido como um sintoma resultante da
exposi¢cao do animal a um ambiente hostil, com consequentes prejuizos para a
homeostase. Esse animal, por sua vez, responde com uma série de reacdes

nao especificas de adaptagao, ativando mecanismos fisicos e fisiolégicos, na
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tentativa de restabelecer o equilibrio organico (homeostase). Esses fatores
estdo constantemente interagindo com o animal e podem atuar negativamente
sobre o seu bem-estar caso o ambiente ndo seja capaz de disponibilizar, de
forma quantitativa e qualitativa, os recursos necessarios para que esse
individuo se ajuste as condi¢des impostas (COSTA e SILVA et al.,2005).

Os animais Bos taurus indicus (Zebuinos) sao reconhecidamente mais
tolerantes ao clima tropical, especialmente quanto ao calor (TURNER, 1980),
apresentando também maior resisténcia a endo e a ectoparasitos. Entretanto,
as caracteristicas de produtividade dos animais zebuinos, como ganho de peso
pré e poés desmama, fertiidade e habilidade materna, sdo consideradas
inferiores em relagdo aos animais Bos taurus taurus (Taurinos), sobretudo os
de origem briténica, considerando estes ultimos em ambiente original e em
situacao de conforto (O’ CONNOR, 1997).

A adaptabilidade dos animais de origem zebuina ao clima tropical esta
relacionada a menor produgcdo de calor metabdlico, associada a melhor
capacidade de termolise. Essas caracteristicas facilitam a termorregulagcéo
contribuindo para que sofram menos estresse térmico (HANSEN, 2004).
Propriedades da pele e dos pelos dos animais zebuinos explicam muito de sua
tolerancia ao calor. Essas propriedades incluem numero, distribuicdo e
didmetro das glandulas sudoriparas, espessura da capa de pelos, diametro,
comprimento, pigmentacdo e inclinacdo dos pelos, espessura e pigmentacéo
da pele. Animais zebuinos tem glandulas sudoriparas de maior volume e em
maior densidade por area de superficie da pele, o que favorece o processo de
perda evaporativa (ALLEN et al., 1963). Com relagéo aos fatores genéticos que
determinam o tipo de pelame em bovinos, Olson et al. (2003) concluiram que
ha evidéncias de que um gene de heranga dominante controle a manifestagao
de um pelo liso e curto, observado nas ragcas Senepol e Crioula, chamado slick
hair gene, o que contribui para a tolerancia ao calor apresentada por estas
ragas.

Silva et al. (2001), estudando a transmissdo da radiagcao ultravioleta
(UV) através do pelame e da epiderme de bovinos das ragas Holandesa e
Nelore, concluiram que, em um ambiente caracterizado por altos niveis de
radiacao UV, a combinacdo mais adequada é um pelame de cor branca, sobre

uma epiderme de cor negra, e que, na impossibilidade desta combinagédo, um
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pelame de cor negra € a alternativa mais desejavel com relagdo a penetragao
pela radiagao UV. Entretanto, um pelame negro constitui superficie de grande
absorvidade da radiagao térmica, de modo que a temperatura da superficie

cutanea nesses animais € mais elevada que naqueles com pelame branco.

2.3.EFEITO DO CLIMA SOBRE A EFICIENCIA REPRODUTIVA

Os efeitos do estresse prolongado sobre a reprodugao sdo mediados por
alguns hormoénios liberados durante as respostas adaptativas, dentre os quais
se destacam o horménio liberador de corticotropina (CRH), o hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH), os opioides enddégenos e o cortisol, que
desempenham importante fungao na modulacao dos efeitos do estresse sobre
a funcdo reprodutiva. Esses hormdnios atuam interferindo na secrecado de
mediadores importantes para a producdo de esteroides sexuais e para o
desencadeamento da dinamica folicular normal (RIVIER e RIVEST, 1991).

Além de afetar negativamente o desempenho reprodutivo, condigdes
climaticas adversas, principalmente temperatura ambiental acima da ZCT,
reduz o comportamento sexual da fémea pela exposicdo a uma carga térmica
muito alta. Nas fémeas de origem europeia, o estro tem duragdo média de 14-
18 horas durante as estacdes frias, mas em periodos mais quentes pode ser
reduzido para 8-10 horas. Fémeas europeias, e zebuinas em menor proporgao,
tendem a diminuir a manifestacdo do cio nas horas mais quentes do dia
(ANDERSON, 1944; ADEYEMO et al., 1979).

Na fase folicular de um ciclo estral normal, o padrao correto do horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH) secretado a partir do hipotalamo leva a
aumento da liberagdo pulsatii do horménio luteinizante (LH) a partir da
glandula pituitaria (MOENTER et al., 1990). Em conjunto com o LH, o horménio
foliculo estimulante (FSH), também liberado pela hipofise em resposta ao
GnRH, determina a taxa de crescimento folicular e a produgao de 17B-estradiol
(E2). Quando o foliculo completa seu desenvolvimento e a produgédo de E;
atinge o maximo, este sensibiliza o Centro de Controle da Onda Pré-ovulatéria,

levando a uma grande liberagdo de GnRH pelo hipotalamo e a um consequente
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pico de LH pré-ovulatério, o que desencadeia a ovulagdo (MCNEILLY et al.,
1991). A ativacado do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal por estresse reduz a
pulsatilidade de GnRH e consequentemente do LH, privando o foliculo ovariano
das concentragbes adequadas desta gonadotrofina. Isso levaria redugao da
producdo de E, e outras alteragdbes metabdlicas no foliculo em
desenvolvimento, comprometendo ndo somente a dindmica folicular como a
qualidade dos odcitos (DOBSON et al., 1999?).

Borges et al. (1998) observaram que as fémeas Bos taurus taurus (raca
Holandesa) apresentaram declinio significativo da qualidade do odcito
recuperado e da sua capacidade de desenvolvimento quando em altas
temperaturas e umidades, o que nao foi observado em outro estudo em fémeas
Bos taurus indicus (ROCHA et al.,, 1998). Trabalhos tém demonstrado que
embrides de ragas zebuinas produzidos in vitro, em estagio de 8 células até o
dia 5 depois da fertilizacdo, e submetidos a 41°C por 6 horas apresentaram
menor sensibilidade ao calor, caracterizado pelo efeito sobre o
desenvolvimento até a fase de blastocisto e o numero de células/embrido,
quando comparado a outros de ragas europeias (PAULA-LOPES et al., 2003).
No entanto, Kriningerm et al. (2003) observaram que o efeito genético sobre a
termotolerancia celular, que faz com que embrides de zebuinos sejam mais
resistentes ao estresse por calor, ndo se expressou no estagio até 2-4 células.

As vacas submetidas a estresse caldrico apresentam elevagao da
temperatura corporal, que passa a ser alta o bastante para danificar
diretamente o0 odcito ou matar o embrido. Com isso, tendem a produzir odcitos
de menor capacidade de fertilizagdo e, caso ocorra a fertilizagdo, os embrides
passam a ter desenvolvimento anormal. Além disso, o0s niveis séricos de
progesterona (P4), horménio responsavel pela manutengao da prenhez, podem
estar reduzidos (ROSENBERG et al.,1977). A producdo de embrides por
superovulacao é frequentemente reduzida em periodos de estresse por calor. A
respectiva reducdo do numero de embrides transferiveis ocorre devido a
resposta superovulatoéria reduzida, a menor taxa de fertilizacéo, e a reducéo da
qualidade do embrido. Ha também relatos de que o0 sucesso dos
procedimentos de fertilizagdo in vitro é reduzido durante os periodos quentes
do ano. O estresse por calor pode comprometer eventos reprodutivos

necessarios para a producdo de embrides, diminuindo a expressdo do
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comportamento de estro, alterando o desenvolvimento folicular,
comprometendo a competéncia de oocitos e de desenvolvimento embrionario
de inibigado (MIYAUCHI, 2011).

No periodo quente, ocorre uma reducdo no apetite e no consumo de
matéria seca (De RENSIS e SCARAMUZZI, 2003), o que prolonga o periodo
pos-parto de balango energético negativo, resultando em uma expressao
insatisfatoria dos sinais de estro e causando infertilidade (HANSEN, 2005),
aumentando assim o intervalo parto-concepg¢ao, particularmente de vacas de
alta producéo de leite.

A baixa fertilidade em gado de leite, especificamente em vacas de alta
producdo, esta associada intimamente com estresse térmico durante estacdes
quentes (GUZELOGLU et al., 2001). Isso pode ser explicado pelo fato de que a
producdo de calor metabdlico de vacas em lactagcao leva a hipertermia em
condicao de clima quente. Ja em novilhas, como a producdo de calor interna é

baixa, estas podem ou nao vir a se tornar hipertérmicas.

2.4.PRODUCAO IN VITRO (PIVE) DE EMBRIOES BOVINOS

A producgao in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica que vem sendo
bastante utilizada com grande aceitacdo no que diz respeito a reprodugao
animal (MIYAUCHI, 2011).

A técnica é utilizada para estudar a fisiologia dos processos de
maturacao oocitaria, de fecundagao e de desenvolvimento embrionario no
estadio de pré-implantagdo, bem como proporcionar o desenvolvimento de
outras técnicas como a clonagem e a transferéncia de genes. Além disso, tem
sido comercialmente empregada para produzir individuos geneticamente
melhorados, sendo uma alternativa em programas de transferéncia de
embrides na espécie bovina (STROUD e MYERS, 1993; LOONEY et al., 1994;
HASLER, 1996; HANZEN e GOFFIN, 1998).

Em 1982, foi relatado por Brackett et al. o nascimento do primeiro
bezerro obtido através da producéo in vitro (PIVE) de embrides. Desde entao,

essa biotecnologia tem perspectivas promissoras, sendo responsavel pelo
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nascimento de expressivo numero de produtos (GALLI e LAZZARI, 1996).
Sendo assim, a utilizacdo da técnica de PIVE é uma alternativa de grande
utilidade para prolongar o aproveitamento reprodutivo de animais (SOUSA,
2007). Essas técnicas sdo ferramentas valiosas para garantir melhorias
significativas na produtividade (FABER et al., 2003).

No Brasil, as tecnologias de embrides foram utilizadas inicialmente nas
ragas taurinas e leiteiras. Hoje, as ragas zebuinas tém a maior participacédo no
mercado nacional de embrides, alcancando 92,4% do total. Também existe
maior produ¢ao de embrides in vitro em relagado aos produzidos in vivo, 85,5%
vs 14,2% (VIANA et al., 2010).

Apesar da expressiva contribuicdo no emprego dessa biotécnica, esta
ainda apresenta baixa eficiéncia nas etapas envolvidas (MIYAUCHI, 2011).
Diversos estudos em animais néo superestimulados relataram recuperagao de
70% de complexos cumulus odcitos (CCOs) por aspiracéo folicular (SENEDA
et al., 2001; VIANA et al.,, 2004), e destes, somente 10% a 40% sé&o
convertidos em embrides (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006;
LONERGAN e FAIR, 2008; RIZOS et al., 2008), obtendo-se taxas de gestacéo
nado superiores a 50% (PETERSON e LEE, 2003; PONTES, 2009; SIQUEIRA
et al., 2009; NUNES et al., 2010). Embora haja grande empenho na busca de
novos protocolos, condicbes e meios de cultivos que aprimorem a técnica, as
perspectivas sao limitadas, principalmente pela qualidade inicial dos CCOs
obtidos (BLONDIN et al., 2002; MERTON et al., 2003). O numero de foliculos
nos ovarios aptos a aspiragdo, conciliado com a qualidade e com a
competéncia dos odcitos recuperados sao fatores que interferem na eficiéncia
e na viabilidade da técnica (VIANA et al., 2010).

Além dos fatores mencionados acima, o estresse térmico parece estar
associado a queda das taxas de fecundagdo e ao aumento das perdas
embrionarias (AL-KATANANI et al., 2002).
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2.5.DIFERENCAS FISIOLOGICAS

A aspiragédo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia (OPU)
consiste na remogao mecanica de odcitos contidos em foliculos presentes nos
ovarios de doadoras. A remocéao é realizada introduzindo-se um dispositivo de
pungcdo com uma guia transvaginal e com bomba de vacuo. Com o auxilio de
aparelho de ultrassonografia, € possivel visualizar os foliculos, a agulha e o
conteudo aspirado. Apds, os odcitos sado selecionados, classificados e
transportados ao laboratério de PIVE (GARCIA et al., 2004).

O sucesso das técnicas de OPU e de PIVE depende da populagao
folicular em fase antral (BONI et al., 1997) e da disponibilidade de uma
populagao uniforme e competente de odcitos imaturos para serem utilizados na
maturagao in vitro (DODE, 2006) e das variaveis que afetam direta ou
indiretamente a eficiéncia de maturacdo, da fertilizacdo e do cultivo de
embrides (ARLOTTO et al., 1996; HENDRIKSEN et al., 2000). Essas técnicas
sdo importantes fontes de producado de embrides de doadoras vivas (GALLI et
al., 1996).

Existem também diferencas em relacdo ao padrdo de desenvolvimento
da onda folicular entre taurinos e zebuinos, em recrutamento folicular, em
producao de odcitos e em consequente producdo embrionaria in vitro e in vivo
(FIGUEIREDO et al.,, 1997; VIANA et al., 2000; VIANA et al., 2010;
BARUSELLI, GIMENES e SALES, 2007).

Estudos revelam que o fator de crescimento semelhante a insulina tipo |
(IGF-I) estao presentes em CCOs (NUTTINCK et al., 2004) e em embrides no
estadio de pré-implantacdo (LONERGAN et al., 2000), sugerindo a importancia
desse fator de crescimento na fungdo oocitaria e embrionaria, sendo
responsavel pelo aumento no numero de foliculos por onda em Bos taurus
indicus e que essa subespécie possui menores concentracbes de FSH em
relacdo a Bos taurus taurus (ALVAREZ et al., 2000; BARROS e NOGUEIRA,
2001; MONTEIRO et al., 2009).

Barros e Nogueira (2001) sugeriram que o IGF-I na forma livre pode
melhorar a resposta ovariana ao FSH em vacas zebuinas pelo fato de esta
raca exigir dose inferior de FSH exdgeno para indugdo de superovulagao,
quando comparada as racas europeias. Vacas Brahman apresentam maiores
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concentragbes de IGF-l no plasma quando comparadas a vacas Angus
(ALVAREZ et al., 2000). Postula-se que o aumento no numero de foliculos,
apesar das menores concentracées de FSH em gado zebuino, pode ocorrer
devido a maiores concentracdes de IGF-I (MONTEIRO et al., 2009).

O maior numero de odcitos advém de uma maior populacao de foliculos
pré-antrais, em comparacdo com Bos taurus taurus (RUBIN, 2006). Outra
teoria seria a de que o periodo da multiplicagado de células germinativas ocorre
de maneira diferenciada para fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus,
ou seja, o término da multiplicagao celular seja mais tardio em fémeas Nelore
(RUBIN, 2006). A espécie Bos taurus indicus apresenta maior numero de
foliculos recrutados por onda folicular em relagdo a Bos taurus taurus, uma
caracteristica que tem influéncia direta na técnica de OPU (33,4%£3,2 vs
25,4+2.5; RUBIN, 2006) e de odcitos (GIMENES, 2010), indicando vantagem
das fémeas zebuinas em relacio as taurinas.

Diferencas no recrutamento folicular e na recuperagcéo de odcitos séo
relatadas entre individuos e grupamentos genéticos (BONI et al., 1997). Uma
das explicagdes para essas diferencas no PIVE nos determinados
grupamentos genéticos (zebuinos e taurinos) seria a quantidade de foliculos
presentes na reserva ovariana, porém esta pode ser influenciada nos animais
de produgdo por variaveis como manejo, nutrigdo, categoria, idade dos
animais, condigdes ambientais, condigdo corporal (VIANA e BOLS, 2005) e
dieta, pois, segundo Armstrong et al. (2001), varios nutrientes acrescidos na
dieta interferem na funcdo ovariana, principalmente, sobre a fase de
crescimento folicular e sobre a qualidade oocitaria.

Dayan et al. (1999) e Santos et al. (2005) relataram altas taxas de
recuperacao de odcitos viaveis em fémeas da raga Nelore (Bos taurus indicus),
enquanto Dominguez (1995) observou que fémeas da raga Holandesa
possuem melhor recuperagdo de oocitos e maior numero de foliculos grandes
(> 10 mm) quando comparadas com fémeas zebuinas.

Roth e Hansen (2005), avaliando o estresse caldrico in vitro, observaram
uma diminuicdo na qualidade e no desenvolvimento de odcitos bovinos até
embrido e Munhoz e Luna (2008) reportaram alteracbes na morfometria de
foliculos pré-antrais bovinos quando submetidos in vitro a temperaturas de

42°C por 20 minutos.
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Além da qualidade do oécito, Sartori et al. (2002) avaliaram a qualidade
de embrides de 5 dias, 2 a 3 meses depois do parto e observaram que os
embrides de vacas em lactacdo eram de qualidade inferior, ou até inviaveis, se
comparados a embrides de vacas secas e novilhas. De acordo com Camargo
et al. (2007), odcitos de doadoras Gir no verao foram mais competentes para o
desenvolvimento embrionario in vitro e pareciam estar sob menor estresse que
oocitos oriundos de doadoras holandesas.

No estudo de Nunes et al. (2010), a produgao de odcitos viaveis em Bos
taurus taurus foi similar na época das secas (= 9) e das aguas (= 8). No
entanto, o numero de odcitos em Bos taurus indicus foi maior e de melhor
qualidade em qualquer época do ano (veraol/inverno) respectivamente, (15 e
13).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAIS

Comparar a distribuigdo dos resultados da PIVE ao longo dos meses do

ano em doadoras de diferentes grupos genéticos bovinos.

3.2. ESPECIFICOS

Comparar a produgcdo de odcitos entre fémeas bovinas de dois
grupamentos genéticos;

Comparar a eficiéncia da PIVE em diferentes grupamentos genéticos
sobre a producéo in vitro de embrides;

Verificar se existem efeitos do clima sobre a técnica de PIVE e sobre a

interacao com grupamentos genéticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.LOCAL DO EXPERIMENTO

Os dados se referem a aspiracbes foliculares realizadas em varias
propriedades rurais localizadas na regido Sul do Estado de Minas Gerais € na
regidao Noroeste de S&o Paulo durante um periodo de 25 meses,
compreendidos entre abril de 2010 e abril de 2012. A regido possui clima
mesotérmico de classificacdo CWA, segundo classificacdo Képpen (KOPPEN e
GEIGER, 1928).

4.2. ANIMAIS E MANEJO

Foram utilizados resultados de 2309 aspira¢gdes foliculares em fémeas
das subespécies Bos taurus taurus (Holandesa, Jérsey, Red Angus e
Simental) e Bos taurus indicus (Gir, Nelore, Brahman, Guzerda) sendo estas
manejadas em regime de semiconfinamento, de acordo com a propriedade e a
suplementacao mineral ad libitum.

As doadoras passaram por exame ginecoldgico prévio, utilizando-se de
palpacao transretal e ultrassonografia, com aparelho portatil de ultrassom,
Mindray modelo DP2200 com transdutor linear de 7,5MHz, visando detectar
alguma anormalidade que poderia desqualifica-las para o uso da técnica de
OPU.
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4.3. ASPIRACAO FOLICULAR (OPU)

Todos os procedimentos foram executados por um mesmo técnico. Os
animais foram contidos em brete, onde foram retiradas as fezes do reto e
realizada limpeza e a desinfeccdo do perineo com agua e alcool 70°. A
antissepsia do local para realizar a anestesia epidural foi feita com alcool 70°. A
anestesia epidural foi realizada pela administracdo de Lidocaina 1%, com
agulha 30x8mm. O objetivo da anestesia epidural foi evitar desconforto do
animal e movimentos peristalticos.

Para um mesmo animal, as pung¢des foliculares foram realizadas com
intervalos minimos de 30 dias, utilizando-se aparelho de ultrassonografia,
equipado com transdutor setorial microconvexo intravaginal de 5-7,5 MHz e
acoplado a guia para puncéo folicular e bomba de vacuo da marca Watanabe
Tecnologia Aplicada (WTA). O ovario foi posicionado através da manipulagéo
retal na extremidade do transdutor. Os foliculos, a introdu¢do da agulha e a
aspiracao do conteudo folicular foram visualizados na tela do aparelho.

Foliculos com didametro superior a 3 mm foram identificados e
puncionados, utilizando-se agulhas 20 G descartaveis e pressao de vacuo de
80 mm Hg. O liquido folicular aspirado foi inicialmente recuperado em tubos de
50 ml, contendo de 10 a 15 ml de DPBS Flush (veiculo q.s.p.100ml) com
Gentamicina (0,005g), acrescido de 1% de Heparina, sendo os CCOs
posteriormente separados em filtros de coleta de embrides com malha de
70um. Os CCOs recuperados foram transferidos para placas de cultivo
60X15mm contendo meio DPBS Flush onde foram selecionados, contados e
classificados com base em seu aspecto morfoldégico, com auxilio de
estereomicroscéopio em aumento de 40 vezes, conforme descrito por Viana et
al. (2004) na Tabela 1.
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Tabela 1: Classificagdo morfolégica dos Complexos Cumulus Odécitos.

Classificagdo dos CCOs Células do Cumulus Citoplasma
> 3 camadas
Gl (Grau I)* Homogéneo
Compactas
[1 3 camadas Heterogéneo
Gll (Grau I)*
Compactas (levemente)
Gl (Grau 1lI)* ou [J3camadas

parcialmente desnudo

remogao de menos de 1/3

Desnudo ou degenerado

Sem células na [ parte da zona

pelucida

Retracao

vacuolizagao

Cumulus expandido ou
Atrésicos

Expansao

* Gl, Gll e GlllI se referem a qualidade dos o6citos. Sao considerados odcitos viaveis.

Fonte: Viana et al. (2004).

Figura 1: Classificagcao morfolégica dos Complexos Cumulus Odécitos.

4

1: Desnudo; 3: Gl; 4-5:Gll; 2:GllI

148

2-6-9-13:Gl 1-7-10-11-8:Gll

Atrésico/ Expandido

Desnudo/ Degenerado
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Apos a classificacdo, os odcitos foram transferidos para criotubos de
1,2ml, contendo meio TCM- 199 bicarbonato acrescidos de 5% de gas
carbbénico (CO,), transportados em incubadora portatil (Bioceler, modelo

INC2040 — R1) até o laboratério de PIVE, em um periodo maximo de 12 horas.

4.4.PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

Todos os processos de maturacado dos oécitos e PIVE foram realizados
no Laboratério da Empresa Biotran. Os odcitos iniciaram seu desenvolvimento
in vitro em situagdes que simulam artificialmente os processos bioldgicos do
aparelho reprodutor da fémea doadora bovina (maturacéo, fertilizacdo e
cultivo).

Apés a chegada ao laboratério, os oodcitos Gl, Gll e Glll foram
transferidos para placas de maturagcdo onde permaneceram até completar o
periodo de 24 horas apos o inicio da aspiragdo a uma temperatura de 38,5°C,
5% de CO; e umidade saturada.

O sémen utilizado na fecundagao in vitro (FIV) foi descongelado a uma
temperatura de 35C por 30 segundos e avaliado quanto a sua motilidade e
vigor. Os espermatozoides vivos e mortos foram separados por gradiente de
densidade antes de serem utilizados para a FIV. A FIV foi realizada por 18
horas em estufa incubadora em atmosfera controlada. Apds a FIV, os possiveis
zigotos foram transferidos para o cultivo in vitro, onde permaneceram por sete
dias em temperatura de 38,5°C e atmosfera controlada.

Decorridos os sete dias da fecundagao, foram realizadas as avaliagcbes
dos embrides de cada grupo, sendo classificados em moérula (MO), blastocisto
inicial (BI), blastocisto (BL), blastocisto expandido (BX) ou blastocisto eclodido
(BE), utilizando-se a classificagcdo dos embrides recomendada pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS).

Apenas os embrides de Grau | (IETS) de todas as categorias (MO, BI,

BL, BX e BE) foram considerados para este estudo.
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4.5.DADOS CLIMATOLOGICOS

Os dados de temperatura ambiente e umidade foram obtidos na estagao
meteoroldgica de Machado (32526), Tipo AGROMET, situada na Rodovia
Machado- Paraguacu, Km 3 - Bairro Santo Anténio- Machado- MG — CEP:
37.750-000, distante 25,2 km do Laboratério de Producdo dos Embrides e
distante no maximo 30 km das propriedades.

Foram coletados os dados de temperatura maxima, média e minima do
ar, médias das maximas e minimas e umidade relativa do ar, no periodo de
abril de 2010 a abril de 2012.

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de aspiragdes de foliculos ovarianos (odcitos totais e viaveis,
e embrides produzidos) de vacas de ragas zebuinas e taurinas foram
previamente avaliados quanto a distribuicdo de normalidade (teste de Shapiro
Wilk, PROC UNIVARIATE, versao 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
Todas as variaveis deixaram de atender aos critérios da normalidade e foram
submetidas a analises ndo paramétricas pelo teste de Kruskal-Wallis (verséo
9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). O modelo experimental incluiu os
efeitos de grupo genético (zebuino e taurino) e més do ano em que os
procedimentos de OPU e PIVE foram realizados. Diferengas significativas para
as variaveis analisadas foram posteriormente detectadas entre grupo genético
com auxilio do procedimento de qui-quadrado. Diferengas significativas entre
os meses dentro de cada grupo genético foram acessadas pelo teste de Dunn
para variaveis ndo parameétricas. Adicionalmente, as taxas (%) de converséo -
oocitos (total e viavel) para embrides - foram comparadas entre e/ou dentro dos
grupos genéticos e o teste de Dunn também foi utilizado para encontrar

diferengas significativas. Para todas as analises, as probabilidades menores
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que 5% foram consideradas estatisticamente significantes, ao passo que

probabilidades menores que 10% foram consideradas aproximagdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.VARIAVEIS CLIMATICAS NAS DIFERENTES EPOCAS DO ANO

Os dados de temperatura do ar mostram que os maiores valores

ocorreram nos meses de fevereiro, margo, maio, outubro, novembro e

dezembro. Ja no periodo de junho a setembro, foram observados os menores

valores de temperatura (Figura 2).
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Figura 2: Média dos limites de temperatura maxima, minima dos diferentes

meses nos dois anos avaliados

Segundo Youlsef (1985) e Roenfeldt (1998), em todos os meses, 0s

limites maximos superaram os limites da ZCT para animais de origem europeia

(Bos taurus taurus), que nesta espécie encontram-se em torno de 5 e 25°C. Ja

para animais de origem zebuina (Bos taurus indicus), os valores de

temperatura do ar supera os limites minimos para esta espécie situados entre
24 e 27°C de acordo com Dirksen et al. (1993). Neiva (1998) relata que um

ambiente ideal esta em torno de 18°C e, caso esteja fora deste limite, o animal

tera suas fungdes produtivas prejudicadas em favor de sua sobrevivéncia.
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5.2.RECUPERACAO DE OOCITOS NOS DIFERENTES GRUPOS
GENETICOS

A produgédo de odcitos totais e viaveis foi maior no grupamento genético
zebu (P<0,05 — Tabela 2). Esses resultados corroboram outros existentes na
literatura e se justificam por variagbes fisioldgicas existentes entre as
subespécies.

Carvalho et al. (2008) observaram que animais de origem indiana
apresentam maior recrutamento de foliculos por onda de desenvolvimento
folicular, acarretando uma maior produgao embrionaria, possuindo vantagens
em relagao aos taurinos (BARUSELLI et al., 2007). Gimenes (2010) observou
que novilhas Bos taurus indicus tém qualidade oocitaria superior as Bos taurus
taurus e bubalinas. Corroborando, Sartori et al. (2002) afirmaram que a
percentagem de embrides é positivamente correlacionada com o numero e com

a qualidade dos odcitos recuperados.

Tabela 2: Recuperagdao média por OPU de odcitos totais e viaveis nos
diferentes grupamentos genéticos de doadoras, independentemente da época,

no periodo analisado

Numero de Média de Odcitos  Média de Odcitos
Grupo Genético . _ o
aspiragdes Totais Viaveis
Europeias 960 11,6°+ 9,8 6,9%t 6,4
Zebuinas 1349 20,4°+ 16,5 13,2°+ 12,5

Letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade

Diferencas no recrutamento folicular e na recuperagcéo de odcitos séo
relatadas entre individuos e grupamentos genéticos (BONI et al., 1997). Uma
das explicagdbes para essas diferencas na PIVE nos determinados
grupamentos genéticos seria a quantidade de foliculos presentes na reserva
ovariana, porém podem ser influenciadas nos animais de produgao por
variaveis como manejo, nutricdo, categoria, idade dos animais, condigdes

ambientais, condi¢cdo corporal (VIANA e BOLS, 2005) e dieta, pois, segundo
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Armstrong et al. (2001), varios nutrientes acrescidos na dieta interferem na
funcao ovariana, principalmente sobre a fase de crescimento folicular e sobre a
qualidade oocitaria.

Nao esta totalmente elucidado porque bovinos Bos taurus indicus
possuem mais foliculos no inicio da onda folicular. Ha evidéncias de que os
fatores responsaveis sao a insulina e as concentragcdes de IGF- | que, por sua
vez, diferem de Bos taurus taurus (MONTEIRO et al., 2009). Barros e Nogueira
(2001) tém sugerido que o IGF-I pode melhorar a resposta ovariana em vacas
zebuinas uma vez que esses animais exige uma dose inferior de FSH para
inducdo ovariana quando comparada a europeia.

Vacas Brahman possuem maiores concentragdes de IGF-l1 no plasma;
em contrapartida, vacas Angus tem menores concentragdes (ALVAREZ et al.,
2000). Postula-se que o aumento no numero de foliculos, apesar das menores
concentragcbes de FSH em gado zebuino, pode ocorrer devido a maiores
concentracoes de IGF-I (MONTEIRO et al., 2009).

Outra hipotese seria a de que o maior numero de odécitos advém de uma
maior populagdo de foliculos pré-antrais, em comparagdo com Bos taurus
taurus (RUBIN, 2006). Uma ultima teoria seria a de que o periodo da
multiplicacdo de células germinativas ocorre de maneira diferenciada para
fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, ou seja, o término da

multiplicagdo celular seja mais tardio em fémeas Nelore (RUBIN, 2006).

5.3.VARIACAO CLIMATICA NA RECUPERACAO DE OOCITOS

A qualidade do odcito esta intimamente relacionada com o ambiente em
que este se encontra. No interior do foliculo, encontram-se fatores de
crescimento e de gonadotrofinas que s&o essenciais aos estagios de
crescimento e ovulagao (WEBB et al.,, 2004). Chega-se, assim, a maturacao
oocitaria por meio da interagdo do oocito com as células da granulosa e da teca
(MIYANO, 2003; CECCONI et al., 2004), a qual fornece, ainda, condi¢gbes para

que o oodcito possa ser ativado, dando continuidade ao seu crescimento e
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conferindo-lhe qualidades que sao indispensaveis para o sucesso do
desenvolvimento embrionario (SCHULTZ, 2002).

Quando avaliados separadamente, pode-se observar que, nos diferentes
grupamentos genéticos, com relagdo aos odcitos viaveis (Figura 3) e totais
(Figura 4), ndo foram encontradas diferengcas entre as épocas do ano nos
animais de genética europeia.

No estudo de Nunes et al. (2010), a produgao de odcitos viaveis em Bos
taurus taurus foi similar na época das secas (9,2+ 0,9) e das aguas (7,6 £0,6).
No entanto, o numero de odcitos em Bos taurus indicus foi maior e de melhor
qualidade em qualquer época do ano (veraol/inverno) respectivamente,
(14,9+1,1 e 12,9+0,2). Segundo Lucy (2000) e Armstrong et al. (2001), existe
maior concentracdo de IGF-I em animais com balango energético positivo e,
como 0s animais zebuinos possuem mais receptores para IGF-I, estes
recuperam maior numero de odcitos totais e viaveis.

Como no estudo em questdo, a maioria das doadoras taurinas nao
estavam em lactag&o e, como nesta situagao fisiolégica, sdo menos sensiveis,
€ provavel que as variagdes climaticas as tenham afetado em menor
intensidade. Os animais zebuinos produziram mais odcitos viaveis e totais no
periodo do verdo. Isso pode ser explicado, pois o regime de manejo desses
animais foi o semiconfinamento e a melhor qualidade das pastagens na época
do verdo pode ter levado a diferenca observada nos zebuinos. E provavel,
ainda, que, por serem mais adaptados, esses animais ndao tenham sofrido
estresse térmico. O mesmo pode ter ocorrido com os taurinos, porém pode nao
ter se traduzido em melhor producdo média de odcitos viaveis e totais nessa
categoria genética no verdo, pois esse grupamento sofre com o estresse
térmico, por serem menos adaptados, e o efeito deletério da temperatura

nessas doadoras no periodo mais quente € mais severo.
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100 1 45 97 —— Média maxima - Taurino r 50
05 | — — Média minima B zebuino _
] 40 1 3 Umidade relativa do ar
a0 — 35 T . T N L 40 %
£85 4 @
= 30 + ge
. 193 I 8
Z 680 1% - 30
ko 15257 g
®754 % S
2 1820 o
-U Q_ | \m
_-E 70 7 E 20:8
| 15 1 0
Egs | F -
(=]
1 101 | 8
60 1 R - 100
55 54 ‘ L
50 - 0 - 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

Més de avaliacéo
Figura 4: Variagdes climaticas e médias de produgdo de odcitos viaveis nos

dois grupamentos genéticos nos diferentes meses do ano
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5.4.PRODUCAO MEDIA DE EMBRIOES E TAXA DE CONVERSAQO

A produgdao média de embrides por doadora foi maior em doadoras do
grupamento genético zebuino (P<0,05 — tabela 3). Essa maior produgédo é
decorrente principalmente do maior numero de odcitos viaveis produzidos pelas

doadoras desse grupamento genético.

Tabela 3: Produgcdo média de embrides por PIVE e taxa média de conversao
oocito viavel-embrido nos diferentes grupamentos genéticos de doadoras,

independentemente da época do ano.

Média de Conversao
Grupo Numero de . Média de .
. o Odcitos N Média
Genético Aspiragdes o Embrides
Viaveis
Europeias 960 6,9+ 6,4 1,6°+0,9 23,5%°+13,6
Zebuinas 1349 13,3+ 12,5 4,0°£3,2 30,6°+15,7

Letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade pelo teste de desvio

Quando se avalia a producdo embrionaria em épocas do ano distintas,
nos dois grupamentos genéticos em conjunto, ndo foram observadas
diferencas na producao de embrides totais e na conversao de odcitos viaveis a
embrides. Porém apenas tendéncia a melhor conversdo de embrides no
inverno (24,4+1,8) em relagdo ao verao (20,4+1,6).

Quando se avalia a produgdo média embrionaria nos grupamentos
genéticos e em épocas distintas, nota-se possivel efeito deletério do verdo nos
oocitos das doadoras europeias. A maior produgdo no inverno mostra que,
embora nao tenha havido diferenca no total ou qualidade dos odcitos, a
capacidade intrinseca do desenvolvimento de embrides foi afetada pelos
fatores climaticos tanto nas doadoras taurinas como nas zebuinas. A
subespécie Bos taurus indicus, em ambientes tropicais, possui melhor
desenvolvimento embrionario, como também demonstrado por Camargo et al.
(2007).
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Os dados obtidos neste estudo foram semelhantes a alguns outros da
literatura. A produgcdo embrionaria, de acordo com Viana et al. (2004), em
doadoras. Rubin et al. (2006), em doadoras Nelore, alcangaram média de 5,1
embrides/ sessdo. A maior producdo de embrides em Zebu esta relacionada a
dois fatores: maior recuperacado de odcitos nessa subespécie e melhor taxa de
conversdo de odcitos em blastocistos (D7). Dados que também foram
observados por Viana et al. (2010), quando compararam zebuinos em relag&o

aos taurinos: 32.1% vs 25.6%, respectivamente (P< 0, 001).
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Figura 5: Variagdes climaticas e médias de produgdo de embrides nos dois

grupamentos genéticos nos diferentes meses do ano

Os animais zebuinos possuem o maior numero de pequenos foliculos
em crescimento nos ovarios e, consequentemente, um maior numero de CCOs
recuperados por OPU (VIANA et al., 2004), quando comparados com
resultados de Bos taurus taurus (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2005). Em
outro estudo, Carvalho et al. (2008) também descrevem maior numero de
foliculos sendo recrutados em fémeas zebuinas por onda de crescimento
folicular do que em fémeas taurinas (cerca de 34 e 25, respectivamente). Essa
caracteristica, particularmente, tem influéncia direta nos resultados obtidos pela

técnica de TE e de OPU-PIVE, uma vez que possibilita a obtengdo de numero
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maior de odcitos indicando uma vantagem do uso de fémeas zebuinas sobre

taurinas.

Nos resultados de conversao oocitos totais para embrido entre as ragas,

houve efeito de raga (P<0,0001). As conversdes diferiram em todos os meses

(P<0,05) entre zebuinos e taurinos, exceto no més de maio (Figura 6).
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Figura 6: Variaveis climaticas e taxa de conversao (Embrides/odcitos totais) de

doadoras taurinas e zebuinas nos diferentes meses do ano

Houve diferenca na taxa de conversdao de odcitos a embrides

praticamente em todo o ano. Isso mostra a menor viabilidade funcional dos

o6citos de taurinos para a PIVE. O unico més em que nao houve diferenga néo

foi decorrente de melhoria na conversao dos taurinos, mas reducédo na taxa de

conversao dos zebuinos (Figura 9).

efeito de raga (P<0,0001). As conversdes diferiram em todos os meses

Os resultados de conversao odcitos viaveis para embrido entre mostram

(P<0,05), exceto nos meses de janeiro (P<0,2) e maio (P<0,9) (Figura 7).
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de doadoras taurinas e zebuinas ao longo do ano

De acordo com Camargo et al. (2007), odcitos de doadoras Gir no verao
foram mais competentes para o desenvolvimento embrionario in vitro e
pareciam estar sob menos estresse que oocitos oriundos de doadoras
holandesas.

Dentro de cada raga, o comportamento dessa variavel nao foi
semelhante ao longo do ano. Nos animais de ragas taurinas, as taxas de
conversao — odcitos totais e odcitos viaveis para embrido - se comportaram de
maneira semelhante ao longo do ano (P<0,1 e P<0,3, respectivamente)
(Figuras 5 e 6). Isso mostra que a variagao das condi¢des climaticas durante os
diferentes meses do ano, na regido estudada, sob as condigdes de manejo
empregadas, nao influenciaram a qualidade dos gametas de taurinos.

Borges et al. (1998) observaram que as fémeas Bos taurus taurus (raca
Holandesa) apresentaram um declinio significativo da qualidade do odcito
recuperado e de sua capacidade de desenvolvimento quando em altas
temperaturas e umidades, o que nao foi observado em outro estudo em fémeas
Bos taurus indicus, (ROCHA et al., 1998).
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No entanto, em animais de racas zebuinas, essas taxas variaram ao
longo do ano (P<0,0001) para as conversdes de odcitos totais e viaveis para
embrido.

Pode-se notar uma tendéncia de reducdo na taxa de conversdo nos
meses mais frios (Figura 9), ou seja, na qualidade dos gametas de zebuinos
nos periodos onde se observa queda de temperatura. A partir do més de abril,
as temperaturas, principalmente as médias minimas, apresentaram tendéncia
de queda acentuada. Exatamente a partir desse periodo se observa a reducéao
na taxa de conversao, indicando relacao entre os eventos. Embora a reducéao
média de temperatura observada nao coloque os zebuinos totalmente fora da
zona de conforto térmico (ZCT), nesse periodo, as temperaturas minimas, em
todos os meses, atingiram picos minimos que se situam muito abaixo da ZCT
para essa espéecie (Figura 1).

Outro fator que provavelmente contribuiu de forma indireta para essa
menor taxa de conversao nos animais de origem zebuina esta relacionado aos
efeitos das variacdes climaticas sobre a disponibilidade e sobre a qualidade
das pastagens. A diminuigdo do fotoperiodo, associada a redugédo da
temperatura e a umidade relativa, tem efeitos diretos, inicialmente sobre a
qualidade e, posteriormente, também sobre a disponibilidade de nutrientes nas
pastagens.

Embora este estudo ndo tenha mensurado diretamente as variagcdes
estacionais nas caracteristicas das pastagens, isto € bem descrito na literatura
para pastagens tropicais. Essa influéncia foi notada nas doadoras taurinas e,
nao, nas zebuinas por duas situagdes distintas: o tipo de manejo empregado
para as doadoras zebuinas esta mais dependente de obteng¢do de nutrientes
das pastagens, sendo essa categoria mais sujeita a tais variagoes, visto que a
suplementagao volumosa e concentrada normalmente € menos intensa.

Ja para as taurinas, provavelmente esse efeito indireto das variacdes
climaticas observado nos zebuinos a partir do més de abril, via qualidade das
pastagens nao tenha sido percebido por essas condicbes: 0 manejo desses
animais geralmente se baseia em maior intensidade de suplementagao, o que
minimiza os efeitos deletérios da reducéo sazonal de nutrientes das pastagens.
Além disso, a queda da temperatura observada pode ter influenciado

positivamente as fémeas com essa composi¢cao genética, pois, ao contrario das
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zebuinas, nesse periodo, tais animais se encontraram mais tempo dentro da
ZCT.

As forragens tropicais tém crescimento rapido, porém s&o normalmente
pobres em proteina e em energia e ricas em fibras, com baixa eficiéncia para
ganho em peso. Sua producdo de calor é elevada quando comparada as
forragens de clima temperado. Todavia, o aumento da temperatura produz um
aumento na digestibilidade e esse aumento compensa parcialmente a
diminuicdo do valor energético e proteico dessas forragens.

A exposicdo de vacas produtoras de leite ao estresse térmico in vivo
diminui o consumo de matéria seca, reduzindo os niveis circulantes de glicose,
de insulina e de IGF-I. Essa reducdo de IGF-l compromete o crescimento
folicular e a qualidade oocitaria (De RENSIS e SCARAMUZZI, 2003).

Ao atingir temperatura de 25,5°C, uma vaca passa a ter dificuldades
para eliminar o excesso de calor e o consumo de racdo comeca a diminuir. A
medida que a temperatura aumenta, a quantidade de energia consumida para
a manutencdo da homeotermia também eleva. Para isso, a ingestdo de matéria
seca precisa aumentar, porém, quando o estresse térmico é intenso, a ingestéao
de matéria seca cai, os niveis de energia da vaca sdo duplamente afetados:
maior necessidade de energia para manter a homeotermia e menor consumo
de energia (STAPLES, 2009).

Staples (2009) indica que, para reverter pelo menos em parte a
diminuicdo da ingestdo de matéria seca ocasionada pelo estresse térmico, é
necessario resfriar fisicamente os animais e alimenta-los nas primeiras horas
do dia e no final da tarde, atenuando a carga de calor sobre as vacas.

Para diminuir os efeitos do estresse térmico sobre as vacas europeias,
devem ser adotadas algumas estratégias de manejo nutricional, como
aumentar a frequéncia de alimentacao; fornecer sempre alimentos frescos, se
possivel, fornecer a dieta como mistura total, evitando a sele¢ado dos alimentos;
oferecer maior parte da dieta no periodo da noite, aproveitando a temperatura
ambiente mais baixa; promover pelo menos 75 cm de espago nos comedouros
para cada vaca; nao formar lotes com excesso de animais e evitar mudancas
repentinas na dieta (DHIMAN & ZAMAN, 2001).

Além disso, durante o estresse térmico, o metabolismo torna-se

reduzido, em virtude da diminuicdo dos horménios tiroideanos, principalmente
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do triiodotironina (MAGDUB et al., 1982). Esse fato, associado a redugao da
ingestdao de matéria seca, faz com que a taxa de passagem da digesta pelo
trato gastro intestinal se torne mais lenta, refletindo numa reducéo da atividade
e da motilidade ruminal (SILANIKOVE, 1992).

Odcitos de vacas HPB, aspirados durante o verao, apresentaram menor
capacidade de desenvolvimento até a fase de blastocisto apds a fertilizagao in
vitro, comparados a odcitos obtidos durante o inverno (ROCHA et al., 1998; AL-
KATANANI e HANSEN 2002). Além disso, a exposigdao do complexo cumulus-
oocito (CCOs) de bovinos a elevadas temperaturas nas primeiras 12 horas de
maturagao in vitro comprometem a arquitetura do citoesqueleto; reduz a
maturagdo nuclear do odcito (ROTH & HANSEN, 2005); altera a sintese de
novas proteinas (EDWARDS & HANSEN, 1996, 1997); promove o aumento de
radicais livres (LAWRENCE et al., 2004) e induz o odcito a apoptose (ROTH e
HANSEN, 2004). Esses efeitos deletérios diminuem a capacidade do oécito de
se desenvolver a blastocisto apds a fertilizagao in vitro (EDWARDS et al.,
1997).

De acordo com o estudo in vitro de Al-Katanani (2002), o
desenvolvimento embrionario é influenciado pela exposicao prévia do odcito e
do embrido ao estresse térmico. Doadoras aspiradas durante o periodo do
verao tém sua capacidade de desenvolvimento até blastocisto reduzido durante
a PIVE em comparagao ao inverno nas ragas taurinas, pois, nas zebuinas, € o

contrario.
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CONCLUSOES

e Vacas zebuinas produzem mais odcitos viaveis e totais que vacas
europeias.

e A producdo de embrides € maior em vacas zebuinas, ndo somente pela
maior producao de odcitos, mas também pela melhor taxa de conversao.

¢ Nao houve variacio climatica na produgao de odcitos viaveis e totais nas

vacas de origem europeia.
e As vacas zebuinas produzem menos embrides nos periodos mais frios

do ano, principalmente nos meses de abril e maio.
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