UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA
VETERINARIA

DISSERTACAO

Efeito da Raca da Doadora e do Touro (Holandesa e Gir)
na Producéo in Vitro de Embrides Bovinos

Ana Paula Toledo Barbosa da Silva

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
(PATOLOGIA E CIENCIAS CLINICAS)

EFEITO DA RACA DA DOADORA E DO TOURO (HOLANDESA E
GIR) NA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

ANA PAULA TOLEDO BARBOSA DA SILVA

Sob a orientacéo do Professor
Marco Roberto Bourg de Mello

Dissertagdo submetida como requisito
parcial para obtengdo do grau de
Mestre em Ciéncias no Programa de
P6s-Graduagao em Medicina
Veterinaria, Area de Concentracdo em
Patologia Animal

Seropédica, RJ
Agosto de 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

ANA PAULA TOLEDO BARBOSA DA SILVA

Dissertagdo submetida como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias
no Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria, area de Concentragdo em Patologia
Animal.

DISSERTACAO APROVADA EM ----- [mmmmefmmmmm (Data da defesa)

Marco Roberto Bourg de Mello. Dr. UFRRJ
(Orientador)

Angelo José Burla Dias. Dr. UENF
(Membro)

Vera Lucia Teixeira de Jesus. Dra. UFRRJ
(Membro)



A tinica forma de chegar ao impossivel ¢ acreditar que ¢ possivel.
(Alice no Pais das Maravilhas)
Lewis Carroll



DEDICATORIA

Aos meus pais Jos¢ Barbosa da Silva e
Genilda Maria de Toledo Silva;

Aos meus irmdos Paulo José e Paulo Vitor e a
toda minha familia e amigos;

Em especial ao meu “Dear” orientador Marco
Roberto Bourg de Mello.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por todas as coisas boas que vivi, por que sei que o bem
apenas dele ¢ que veio.

Aos meus pais José Barbosa da Silva e Genilda Maria de Toledo Silva, pelo imenso apoio
para a realiza¢do do mestrado. Também pelo amor, carinho, compreensao, preocupagao e por
todos os momentos de atencdo e de alegria, sem os quais eu ndo poderia de modo algum
completar toda esta jornada.

Ao professor e orientador deste trabalho, Marco Roberto Bourg de Mello, pela confianga,
dedicacdo, amizade e por me proporcionar um aprendizado fundamental o qual levarei para
toda minha vida.

As amigas do Programa de Pés-Graduagio em Zootecnia da UFRRIJ, Valéria da Silva Ferreira
e Raquel Rodrigues da Costa Mello, pela amizade, pelas conversas, pelos conselhos,
incentivos e por me acolherem sempre que precisava de um ombro amigo, além de ajudarem
na elaboracao da dissertacao.

Aos amigos Joaquim Esquerdo Ferreira (Programa de Pés-Graduagcdo em Zootecnia da
UFRRJ) e Leandro Mendes Mascarenhas (Programa de Pos-Graduagdo em Medicina
Veerinaria da UFRRJ) pela amizade, conselhos, incentivos e pelas conversas sobre
reproducao.

Aos amigos do Setor de Reproducdo Animal da UFRRJ: Alan César Ferreira Dias, Wagner
Pereira Martins, Bernardo Janella Ferreira da Silva, Savio de Oliveira Paiva, Beatriz de
Oliveira Cardoso, Jéssica Machado Cardoso, Rebecca Barbosa, e aos estagiarios do professor
Julio César Ferraz Jacob, pela amizade aqui construida, pelos momentos de risadas, conselhos
e aprendizado.

As amizades aqui construidas, principalmente Sandra Helena Carvalho, Natalia Muricy, Thais
Oliveira, Flavia Martins, Alessandra Fortes e Adriana Fortes. Obrigada meninas pela forga,
vocés foram muito importantes nessa fase da minha vida, nunca esquecerei de vocés.

Aos mestres que tive ao longo desta jornada em especial a professora Michelle Tancredi pelo
estimulo, pelos conselhos, pelo exemplo e pelo apoio profissional.

Aos professores e aos funcionarios do Setor de Reprodug¢ao Animal do Instituto de Zootecnia
da UFRRJ, em especial ao professor José Eugénio Trés, ao professor Julio César Ferraz Jacob
e a professora Vera Lucia Teixeira de Jesus pela contribuicao e convivio durante todo este
periodo. A professora Vera Lucia Teixeira de Jesus agradego ainda pela ajuda na dissertagao,
pelo apoio profissional e, principalmente, por me dar uma oportunidade de estagio o qual
resultou no mestrado, agrade¢co imensamente.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria do Instituto de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pela oportunidade de realizagao
do curso; ao coordenador do Programa, professor Paulo de Tarso Landgraff Botteon, pela

\



analise estatistica dos resultados, e as secretarias Lorena Floréncio e Dona Regina pelo
comprometimento aos alunos.

A empresa In Vitro-Rio pela disponibilizagdo dos dados e instalagdes para a realizagdo do
experimento.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessdo
da bolsa de estudo.

A todos aqueles que de alguma forma contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho. A
todos os meus mestres e amigos que, direta ou indiretamente, me ajudaram e apoiaram na
realizacdo deste trabalho. A todos estes eu dedico este meu trabalho de dissertagao.

MUITO OBRIGADA!

il



RESUMO

SILVA, Ana Paula Toledo Barbosa. Efeito da raca da doadora e do touro (Holandesa e
Gir) na producgéo in vitro de embrides bovinos. 2012. 33p. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria, Patologia Clinica). Instituto de Zootecnia, Departamento de
Reproducdo e Avaliagdo Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2012.

Dentre os varios fatores que interferem na eficiéncia da produgdo in vitro de embrides (PIV),
a raca da doadora de oodcitos e a do reprodutor sdo os de maior importancia. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da raga da doadora de o6citos e a raca do touro
(Holandesa e Gir) sobre a PIV de embrides bovinos comparando as médias de odcitos
recuperados e de odcitos vidveis assim como as taxas de aproveitamento de odcitos, de
clivagem e de blastocisto. Os dados foram fornecidos pela empresa In Vitro Rio, localizada na
cidade de Barra do Pirai, Rio de Janeiro, Brasil. Foram realizadas 1000 sessdes de aspiragao
folicular (OPU) em doadoras de odcitos das ragas Holandesa (Bos taurus taurus, n=500) e Gir
(Bos taurus indicus, n=500). Os embrides foram produzidos com o uso de s€émen de touro das
racas Holandesa e Gir sexados para obtencdo de fémeas. Os dados foram analisados pelos
testes 't de “Student” ndo pareado (médias de odcitos recuperados e de viaveis) e qui-
quadrado (taxas de aproveitamento de oocitos, de clivagem e de blastocisto) com nivel de
significancia de 5%. As médias e os desvios padrdo de odcitos recuperados e de viaveis para
as ragas Holandesas e Gir foram, respectivamente, 15,14 = 13,08; 8,74 + 7,67 ¢ 15,57 + 11,9;
9,12 £ 7,97, (p>0,05). As taxas de aproveitamento de odcitos foram de 57,73% e 5,57% para
as ragas Holandesa e Gir, respectivamente, (p>0,05). Foi observado que a raga da doadora ¢ a
do touro influenciou as taxas de clivagem, sendo que os resultados para as combinacdes (raga
da doadora de oocito x raga touro) Holandesa x Holandesa (G1), Holandesa x Gir (G2), Gir x
Holandesa (G3) e Gir x Gir (G4) foram 65,79 ¢ 60,36% (Gl e G2) e 59,67 ¢ 56,54% (G3 ¢
G4), respectivamente. Em todos os parametros analisados o valor de*“p” foi menor que 0,05,
exceto entre G2 e G3 (p>0,05). Também foi observada diferenca entre as racas quando
comparadas as taxas de blastocisto, sendo que as taxas foram de 28,18% e 33,34% para G1 e
G2 ¢ 26,82% e 31,09% para G3 e G4, respectivamente, sendo p>0,05 entre os grupos G1 e G3
e entre G2 e G4, e p<0,05 entre os demais grupos. Portanto, conclui-se que as etapas da PIV
foram influenciadas pela raca da doradora e a do touro.

Palavras-chave: Fertilizagao in vitro, Odcitos, Genotipo.
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ABSTRACT

ABSTRACT

SILVA, Ana Paula Toledo Barbosa. Effect of donor and bull breed (Bos taurus taurus vs.
Bos taurus indicus) on in vitro production of bovine embryos 2012. 33p. Dissertation
(Master Science in Veterinary Medicine). Instituto de Veterindria, Departamento de
Reproducdo e Avaliagdo Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2012.

Among the various factors that influence the efficiency of embryos in vitro production (IVP),
the oocyte quality, the laboratorial conditions, the semen and the oocyte donor breed are the
most important. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of donor oocytes
breed and the bull breed (Holstein and Gir) on IVP bovine embryos comparing the recovered
and viable oocytes averages as well as the recovery, cleavage and blastocyst rates. Data were
provided by the company In Vitro Rio, located in Barra do Pirai — Rio de Janeiro, Brazil. A
thousand of ovum pick up (OPU) sessions were performed in Holstein (Bos taurus taurus, n =
500) and Gir (Bos taurus indicus, n = 500) oocyte donors. The embryos were produced with
Holstein and Gir sexed semen for female. Data were analyzed by nonpaired Student’s ‘t’test
(recovered and viable oocytes averages) and chi-square test (recovery, cleavage and
blastocyst rates) with 5% of significance level. The averages and standard deviation of
recovered and viable oocytes for Holstein and Gir breeds were, respectively, 15.14 + 13.08;
8.74 £ 7.67 and 15.57 £ 11.9; 9.12 + 7.97 with no statistical difference for recovered oocytes
(p>0.05). The oocytes recovery rate was 57.73% and 58.57% (p<0.05) for Holstein and Gir
breeds. It was observed that the oocyte donor and bull breed influenced the cleavage rates,
and the results for the combinations (oocyte donor breed x bull breed) Holstein x Holstein
(G1), Holstein x Gir (G2), Gir x Holstein (G3) and Gir x Gir (G4) were 65.79 ¢ 60.36% (Gl
and G2) and 59.67 and 56.54% (G3 and G4), respectively. For all analyzed parameters, the
value of "p" was lower than 0.05, except between G2 and G3 (p>0.05). It was also observed
differences between breeds when compared the blastocyst rates, where the rates were 28.18
and 33.34% for G1 and G2 and 26.82 and 31.09% for G3 and G4, respectively, with p>0,05
between G1 and G3 groups, and between G2 and G4 groups, and p<0,05 between the other
groups. Thus, we can conclude that each step of IVP technique was influenced by oocyte
donor and bull breed.

Keywords: In vitro fertilization, Oocytes, Genotype.
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1 INTRODUCAO

A pecuaria bovina brasileira tem se mostrado sofisticada, com avangos tecnologicos
nas areas de reproducdo e utilizagdo de biotécnicas, como a inseminagdo artificial (IA), a
inseminagao artificial em tempo fixo (IATF), a transferéncia de embrides (TE), a produgéo in
vitro de embrides (PIV) ¢ a clonagem.

O Brasil exporta carne bovina para mais de 100 paises, consolidando sua posi¢do como
o maior exportador mundial de carne, além do aumento na producdo de leite de 5,5%, que
somou quase 28 bilhdes de litros em 2008 (IBGE, 2009). Esse resultado coloca o Brasil como
o quarto maior produtor mundial, atras somente de india, China e Russia. Com isso, modernos
centros de coleta e difusdo de material genético, dentre os quais sémen e embrides, vém
crescendo e ganhando a confianga do produtor.

A producdo de embrides in vitro é uma técnica que vem se estabelecendo em todo o
mundo, principalmente no Brasil. H4 um aumento no niimero de laboratorios que oferecem
essa biotécnica, passando a se tornar cada vez mais acessivel aos criadores de bovinos. O
avango das técnicas de PIV viabiliza a utilizagdo de animais bastante jovens diminuindo o
intervalo de geragdes, permitindo selecionar matrizes potenciais , produzindo novilhas de
reposicdo apenas de animais geneticamente superiores e assim acelerando o melhoramento
genético. Ainda, o uso de sémen sexado permite aumentar o impacto na eficiéncia reprodutiva
e produzir um nimero desejado de macho e fémea de acordo com o interesse do produtor.

A PIV ¢ uma técnica na qual, em sua primeira etapa, sdo coletados oocitos in vivo de
uma fémea doadora. Para tanto, utiliza-se um aparelho de ultrassom e uma bomba de vacuo
acoplada a um sistema de aspiragdo folicular. Esta técnica de obtencdo de odcitos de animais
vivos ¢ denominada “Ovum Pick Up” (OPU). Os o6citos sdo aspirados, procurados, avaliados
e selecionados para as etapas seguintes que sdo conduzidas em laboratdrio: maturagao in vitro
(MIV), fertilizagdo dos odcitos in vitro (FIV) e cultivo dos embrides (CIV) que, apés um
periodo de sete a nove dias, sdo transferidos para receptoras com ciclo estral sincronizado.

Existem particularidades reprodutivas entre animais pertencentes aos grupos Bos taurus
indicus e Bos taurus taurus que devem ser levadas em consideracdo ao empregar as
biotécnicas reprodutivas (BARUSELLI et al., 2007) dentre as quais destacam-se: a duragao
do estro, o numero de foliculos recrutados e o tamanho do foliculo ovulatoério.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi comparar os indices de eficiéncia da PIV em
suas diferentes etapas (Maturacdo, Fertilizagdo e Cultivo) utilizando doadoras de odcitos e
touros das ragas Holandés e Gir.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo Estral Bovino

Apo6s a puberdade, da-se inicio a vida sexual, caracterizada por alteragdes periddicas,
principalmente no perfil hormonal, que envolvem diversos o6rgaos. Nas fémeas bovinas, estas
alteragdes ocorrem de forma ciclica (ciclo estral), variando em intervalos médios de 20 dias
para novilhas e 22 dias para vacas (SIROIS e FORTUNE, 1988). Classicamente, o ciclo estral
bovino ¢ dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro. O proestro tem duragao
de trés dias, o estro de 12 a 18 horas, o metaestro de dois a trés dias e o diestro, ou fase
luteinica, de aproximadamente 14 dias (GONCALVES et al., 2002).

O ciclo estral é controlado pela integracdo coordenada entre o hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), produzido no hipotdlamo; o hormoénio luteinizante (LH) e o
horménio foliculo estimulante (FSH), produzidos na hipéfise; estrégeno (E2), progesterona
(P4); inibina, produzidos no ovario, e prostaglandina F2a (PGF2a) produzida pelo utero
(Quadro 1) (GONZALEZ, 2002).

Quadro 1. Principais hormonios envolvidos no ciclo estral de fémeas bovinas.

HORMONIO | FONTE FUNCAO

GnRH Hipotalamo Promove a liberagdo do FSH e LH

FSH Hipofise anterior Estimula o desenvolvimento folicular e a secrecdo
de estradiol

LH Hipofise anterior Estimula a ovulag¢do, formacdo ¢ manutencdo do
corpo luteo

Estradiol Foliculo (ovario) Estimula a manifesta¢do do cio e a liberacdo de LH

Progesterona | Corpo luteo (ovario) | Manutencdo da gestacdo

Inibina Foliculo (ovario) Diminuig¢ao dos niveis de FSH

Fonte: Hafez e Hafez, 2004.

Segundo Mies Filho (1987), o impacto do FSH sobre o ovario promove o
desenvolvimento de foliculos maduros os quais produzem E2. Este estrogeno, ao atingir certo
nivel na circula¢do sanguinea, inibe a secre¢do do FSH hipofisario, a0 mesmo tempo em que
estimula a secre¢do do LH, o qual determinara o rompimento do foliculo maduro (ovulagao) e
promovera, como consequéncia, a formacao do corpo luteo, cuja secre¢do de progesterona vai
inibir a a¢do do LH hipofisario (“Feedback” negativo). Estabelece-se uma diminui¢do dos
hormdnios hipofisarios, acarretando a degeneracdo do foliculo dominante e uma nova onda se
inicia, onde FSH recomeca o ciclo.

2.2 Dinamica Folicular

Nos ovarios de uma fémea pré-pibere, podem ser encontradas as seguintes estruturas
foliculares: foliculos primordiais (oocito rodeado por uma unica camada de células da
granulosa achatadas); foliculo primario (as células da granulosa passam da forma achatada
para a forma cuboide); foliculo secundario (aumento no nimero de células da granulosa);
foliculo terciario ou foliculo antral (surgimento de uma cavidade repleta de liquido chamado
antro) e foliculo de Graaf ou foliculo pré-ovulatorio (HAFEZ e HAFEZ, 2004). O odcito, no
interior do foliculo, esta envolto por células da granulosa, formando o complexo cumulus-
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o6cito (CCO). O conjunto de células proximas a zona pelacida, em intimo contato com o
o0cito por jungdes intercomunicantes, ¢ denominado corona radiata.

Com o advento da ultrassonografia, pesquisadores comprovaram a teoria de que o
crescimento dos foliculos se dava em forma de ondas, e verificaram a ocorréncia de duas a
quatro ondas de crescimento folicular em cada ciclo estral bovino (GINTHER et al., 1989a).

O padrao ciclico de crescimento de certo nimero de foliculos antrais ¢ denominado de
onda folicular (FERREIRA, 2010). A onda folicular compreende o crescimento de um grupo
de pequenos foliculos antrais (4-5 mm de diametro), seguida da selecdo de um foliculo
dominante e da regressdao dos foliculos subordinados (BARUSELLI, 1997). Os foliculos
dominantes que crescem e atingem seu diametro maximo no meio do ciclo estral, sob altos
niveis de progesterona, ndo ovulam e iniciam um processo de regressao, permitindo o inicio
de uma nova onda de crescimento folicular (MAPLETOFT et al., 1994). O foliculo dominante
que se desenvolve durante a ultima onda de crescimento folicular de cada ciclo estral ¢ o
foliculo ovulatorio, e essa onda culmina com a ovulagao (LUCY et al., 1992).

Cada onda possui uma duragdo de sete a dez dias, passando por diferentes estadios de
desenvolvimento, que sdo recrutamento ou emergéncia, selecdo ou divergéncia, dominancia,
atresia ou ovulacao (GONCALVES, 2008b). As gonadotrofinas hipofisarias FSH e LH, atuam
na manifestacdo, manutencao e suspensao destes eventos (AERTS e BOLS, 2010).

A emergéncia ou recrutamento de uma onda ¢ caracterizada por um crescimento em
média de 20 pequenos foliculos antrais que sdo estimulados pelo FSH e destes foliculos,
apenas um continua seu desenvolvimento, enquanto os outros sofrem decréscimo de tamanho
(atresia), estabelecendo-se entdo o fenomeno da divergéncia folicular (BARUSELLI et al.,
2007). A divergéncia folicular € o inicio da maior diferenca nas taxas de crescimento entre os
dois maiores foliculos de cada onda folicular (GINTHER et al., 1996). Ap6s o recrutamento e
selecdo, um foliculo se destaca e continua seu crescimento, tornando -se o foliculo dominante,
enquanto os outros foliculos iniciam o processo de atresia e sdo denominados foliculos
subordinados (FERREIRA, 2010).

O foliculo dominante rapidamente se desenvolve no inibidor primario da secre¢ao de
FSH através da secrecdo de estradiol e inibina, mas ele é capaz de continuar seu crescimento,
mesmo em niveis basais de FSH. As baixas concentragdes de FSH tém a vantagem de impedir
a emergéncia de um novo grupo de foliculos (AERTS e BOLS, 2010). De acordo com
Ginther et al. (2001), no inicio da divergéncia folicular ocorrem alteracdes no
desenvolvimento do maior foliculo, que o tornam responsivo a baixas concentragdes de FSH,
as quais sao inadequadas ao desenvolvimento dos outros foliculos.

Apds a divergéncia, e na presenca de altos niveis de progesterona, que promove a
reducdo da frequéncia na pulsatilidade de LH, o foliculo dominante torna-se anovulatorio
(GINTHER et al., 1989c), o foliculo dominante s6 se tornard ovulatorio se os niveis de
progesterona (P4), estiverem baixos, pois a progesterona bloqueia a liberagdo de LH e a
ovulacdo, a diminui¢do nos niveis plasmaticos de progesterona permite o aumento dos niveis
de estrégeno e consequentemente de LH, levando a ovulagdo do foliculo dominante
(BARUSELLI et al., 2007). Ap6s a ovulagdo, as células que permanecem no foliculo rompido
proliferam e forma o corpo luteo, cuja fun¢do domina o ciclo do dia 4 ao dia 15, sendo que
por volta do dia 15 ou dia 16 ocorre a lutedlise pela acdo da PGF2a uterina, e o
estabelecimento de um novo estro (BALL e PETERS, 20006).



2.3 Fisiologia Reprodutiva de Fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus

Existem diferencas na dinamica folicular entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
(BARUSSELLI et al. 2007). Ragas Bos taurus indicus sao consideradas diferentes de Bos
taurus taurus em relagdo ao numero de ondas de crescimento folicular, nimero de foliculos
recrutados por onda, taxa de crescimento folicular e diametro maximo do foliculo dominante.
Portanto, os dados relatados para ragas taurinas ndo devem ser extrapolados para as ragas
zebuinas (VIANA et al., 2010).

Uma particularidade observada entre zebuinos e taurinos diz respeito ao ntimero de
ondas de crescimento folicular por ciclo estral. Estudos realizados em animais da raga
Holandesa demonstraram predominancia de duas e trés ondas de crescimento folicular por
ciclo estral (SIROIS e FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989a). Contudo, em zebuinos
existem relatos que descrevem maior incidéncia de 3 ondas, sendo notificada a presenga de
até 4 ondas de crescimento folicular por ciclo estral (Brahman — RHODES et al., 1995; Nelore
— FIGUEIREDO et al., 1997; Gir — VIANA et al., 2000).

De acordo com Carvalho et al. (2007), fémeas Bos taurus indicus recrutam maior
numero de foliculos por onda de crescimento folicular que fémeas Bos taurus taurus
(33,4+3,2 versus 25,442,5). Essa caracteristica tem influencia direta na eficiéncia da técnica
de transferéncia de embrides ¢ de OPU-PIV, indicando vantagem de fémeas zebuinas sobre
taurinas (BARUSSELLI et al. 2007). B¢ et al. 2003 sugerem que o maior numero de foliculos
presentes nos ovarios de Bos taurus indicus pode ser devido a elevada concentragdo de IGF-I,
mesmo na presenca de baixos niveis de FSH. Bos taurus indicus tendem a ter mais ondas
foliculares e uma populagdo maior de foliculos pequenos (<5 mm) em comparagdo com ragas
Bos taurus taurus (FIGUEREDO et al., 1997).

Estudos em bovinos demonstraram que o didmetro méaximo dos foliculos durante o
ciclo estral varia conforme a raga e a espécie (BARUSELLI, 1997). Trabalhos demonstraram
diametros de foliculos ovarianos inferiores para Bos taurus indicus (RHODES et al., 1995)
quando comparados aos de Bos taurus taurus (GINTHER et al., 1989a). Em Bos taurus
taurus com duas ondas de crescimento folicular sdo descritos didmetros de 17,1 mm e 16,5
mm para a primeira e segunda onda, respectivamente (BARUSELLI et al., 2007). J4 em Bos
taurus indicus os diametros relatados foram de 11,3 mm e 12,1 mm, respectivamente, para
fémeas da raca Nelore (FIGUEIREDO et al., 1997); € 9,5 mm e 10,5 mm para fémeas da racga
Gir (GAMBINI et al., 1998). Para animais com trés ondas de crescimento folicular, os
diametros maximos foram de 16,0, 12,9 e 13,9 mm para Bos taurus taurus (GINTHER et al.,
1989b) e de 10,4 9,4 e 11,6 mm para Bos taurus indicus (FIGUEIREDO et al., 1997). Mello
(2011) ao avaliar a dinamica folicular de fémeas zebuinas da raca Sindi, obteve valores de
10,4 mm e 0,90 mm/dia para o diametro maximo e taxa de crescimento do foliculo
dominante, respectivamente, indicando diferencas na fisiologia reprodutiva entre Bos taurus e
Bos indicus.

A érea do corpo luteo também ¢ menor nas fémeas zebuinas (BARUSELLI et al.,
2007). Ragas zebuinas t€ém corpo luteo menor que ragas taurinas, variando de 17 a 21 mm de
didmetro (FIGUEREDO et al., 1997), ao passo que em taurinos sdo relatados diametros entre
20 ¢ 30 mm (GINTHER et al., 1989b). Da mesma forma, a concentracdo de progesterona
produzida pelo CL também ¢ inferior em zebuinos em relagdo aos taurinos (BARUSELLI et
al., 2007). Segundo Randel (1976) fémeas zebuinas apresentam menor concentragdo de
progesterona por grama de tecido luteinico do que fémeas taurinas.

Fémeas Bos taurus indicus geralmente apresentam estro de duragdo mais curta
(aproximadamente 10 horas) do que racas taurinas (SARTORELLI et al., 2005), o que
dificulta sua detecgdo (BO et al., 2003). Apesar disso, o intervalo entre o estro e a ovulagdo
ndo apresenta diferencas entre estas duas ragas (BARUSELLI et al., 2007).
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Os resultados apresentados na literatura sdo indicativos de que a divergéncia folicular
em Bos taurus indicus ocorre com diametros inferiores aos reportados para Bos taurus taurus
(BARUSELLI et al., 2007). Em bovinos da raga Holandesa (Bos taurus taurus), a divergéncia
folicular tem inicio por volta do dia 2,8 apds a emergéncia, quando o foliculo dominante
atinge em média 8,5 mm e o foliculo subordinado 7,2 mm (GINTHER et al., 1996). Em
novilhas da raga Nelore (Bos taurus indicus), descreve-se um periodo de 2,5 a 2,7 dias ap6s a
ovulacdo (CASTILHO et al., 2006), com o foliculo dominante com 6,2 mm de diametro, e o
foliculo subordinado com 5,9 mm (GIMENES et al., 2005). Mello (2011) obteve valores para
a emergéncia da onda, e para o intervalo entre a emergéncia da onda e a ovulagdo, de 4,5 ¢ 5,8
dias, respectivamente. A Tabela 1 apresenta mais alguns dados sobre a avaliacdo da dindmica
folicular em animais zebuinos e taurinos. Esses dados s3o indicativos de que ¢ necessario
conhecer as caracteristicas do desenvolvimento folicular para implantar eficientes programas
de manejo reprodutivo, levando em consideracdo as diferencas entre Bos taurus indicus e Bos
taurus taurus.

Tabela 1 - Dados sobre a avalia¢do de dindmica folicular em animais zebuinos ¢ taurinos.

Categoria e raca Referéncias Ondas (%) Duracéo do ciclo Tamanho
da fémea estral (dias) do foliculo pré-
2 3 4 ovulatério (mm)
Novilhas GINTHER et 83,3 16,7 0,0 2 ondas: 20,4 2 ondas:16,5
Holandesas al.(1989b)
3 ondas: 22,8 3 ondas: 13,9
Novilhas SARTORI et 55,6 33,3 11,1 22,0 15,0
Holandesas al.(2004)
Vacas SARTORIetal. 78,6 143 7, 22,9 17,2
Holandesas (2004)
lactantes de alta
producéo
Vacas TAYLOR & 81,3 18,7 0,0 2 ondas: 20,8 >10
Holandesas em RAJA 3 ondas: 29,7
lactacdo MAHEDRAN
(1991)
Novilhas BORGES et 333 583 28 2 ondas: 19,5 2 ondas: 13,3
mesticas al.(2001)
Holandesas 3 ondas: 22,0 3 ondas: 11,8
Zebu
Vacas Gir VIANA et al. 6,67 60 26,67 9al3
(2000)
Vacas Gir VIANA et al. 60 26,67 3 ondas: 21,11
(1999)
4 ondas: 22,25
Vacas e novilhas FIGUEIREDO et 2 ondas: 20,65 2 ondas: 12,05
Nelore al. (1997)
3 ondas: 22,00 3 ondas: 11,61

Fonte: Martins, (2005)



2.4 Producéo In Vitro de Embrides Bovinos

A produgdo in vitro (PIV) de embrides ¢ uma técnica que vem sendo largamente
utilizada para estudos da fisiologia da maturacdo e fecundacdo dos odcitos, capacitaciao
espermadtica, cultivo de embrides, clonagem, transferéncia de genes, microinje¢do, sexagem,
congelagao/descongelagdo de odcitos e embrides (COELHO et al., 1998). Sua aplicagdo em
escala comercial se tornou viavel apds o advento da aspiragdo folicular in vivo e pelo
aprimoramento das condigdes de cultivo in vitro (GONCALVES et al.,, 2008a). Os
procedimentos de PIV também sdo aplicados em todo o mundo com objetivos diferentes para
uma variedade de espécies animais de produgdo, de companhia, exoticos, selvagens e de
espécies de animais ameagadas de extingdo (DEL CAMPO et al., 1995; BAINBRIDG et al.,
1999).

O principal objetivo da PIV comercial consiste na obten¢do de embrides viadveis a partir
de fémeas saudaveis e também aquelas que ndo estdo mais aptas a produzirem descendentes
pelas técnicas convencionais, como em vacas doadoras que apresentam infertilidade
provocada por tratamentos com gonadotrofinas. Fémeas a partir dos seis meses de idade,
gestantes até o terceiro més ou no periodo pos-parto (2 a 3 semanas) podem ser usadas como
doadoras na PIV (BUENO e BELTRAN, 2008).

A PIV permite também o aproveitamento de vacas de alto valor genético mas inférteis
(obstrucdo ou aderéncias nos diversos segmentos da tuba uterina, doencas endometriais,
cérvix tortuosa ou fibrética etc.), além de ser base para utilizagdo de outras biotécnicas como
a producdo de animais clonados e transgénicos (BRACKETT e ZUELKE, 1993).

Com o emprego da TE podem ser obtidos de 8-12 crias/vaca/ano e com PIV mais de 30
crias/vaca/ano (FERREIRA, 2010). Segundo Bousquet et al. (1999), outra grande vantagem
desta técnica € que nao héd necessidade de superestimular as fémeas,reduzindo os riscos de
problemas reprodutivos decorrentes da administragdo hormonal.. Além disso, a fertilizagdo in
vitro de odcitos recuperados permite a utilizagdo de touros diferentes para doadoras
individuais (SANTL et al., 1998). Contudo, ainda sdo necessarias melhorias substanciais para
aumento da eficiéncia e redugdo de custos, principalmente o aperfeicoamento da técnica de
criopreservacao conforme destacou Ferreira (2010).

2.4.1 Etapas da Produgao In Vitro de Embrides

Atualmente a produgao in vitro de embrides compreende as seguintes etapas: colheita de
odcitos; a maturagdo oocitaria in vitro (MIV), a fecundagdo dos odcitos in vitro (FIV), o
cultivo embrionario in vitro (CIV) até os estadios de moérula e blastocisto, quando os embrides
poderao ser transferidos ou criopreservados (VARAGO et al., 2008).

2.4.1.1 Colheita de odcitos por aspiragao folicular

Desde a década de 80, a aspiragao folicular (OPU) seguida pela produgédo in vitro de
embrides (OPU-PIV) tornou-se uma técnica conhecida e estabelecida para producao
comercial de embrides (MERTON, 2009). Antes do procedimento da OPU, os animais sdao
contidos em troncos de contengdo e as fezes removidas do reto e a area perineal limpa com
agua e sabao. Cada doadora recebe anestesia epidural, usando de 5,0 a 7,0 ml de lidocaina a 2
%, para diminuir o peristaltismo e o desconforto (PONTES et al.; 2009). Nesta técnica
ultiliza-se um aparelho de ultrassonografia equipado com transdutor setorial intravaginal de 5
ou 7,5 MHz e um dispositivo guia para punc¢ao folicular. Foliculos com diametro superior a 3
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mm sdo identificados, mensurados e puncionados utilizando-se agulhas 19G e uma pressao de
vacuo de 80mmHg, correspondendo a um fluxo de 14ml de dgua/min.. O liquido folicular ¢é
inicialmente recuperado em tubos conicos plasticos de 50 ml, contendo DPBS ou PBS
acrescido de 1 % de soro fetal bovino (SFB) e 100 Ul/ml de heparina sodica, sendo
posteriormente os o6citos separados em um filtro de coleta de embrides com malha de 80 um
(Millipore). Os complexos cumulus-odcito recuperados so transferidos para placas de cultivo
contendo PBS acrescido de 10 % de SFB a 37 °C e avaliados, em um microscépio
estereoscopio com aumento final de 50 vezes (RAMOS et al.; 2006).

Ao longo dos anos, a técnica tem se mostrado segura, viabilizando a recuperacao,
maturacdo e fecundacdo de odcitos imaturos, podendo ser repetida varias vezes em um
mesmo animal (PIETERSE et al., 1991; BOLS et al., 1995, BOLS et al., 1996). A pun¢ao
folicular pode ser feita em 2 sessdes semanais, por alguns meses, sem prejudicar o futuro
desempenho reprodutivo da doadora (GONCALVES et al., 2002). Os oocitos utilizados na
PIV sdo em geral aspirados do interior de foliculos com diametro entre 2,0 e 8,0 mm, antes da
divergéncia folicular. Odcitos presentes em foliculos menores que 2,0 mm de didmetro
geralmente ndo sdo competentes para reiniciar a meiose, ao passo que uma elevada
porcentagem de foliculos maiores que 8 mm ja estd em processo de atresia ou apresenta
odcitos em processo de maturagdo, ressaltando-se que em ambos os casos, a viabilidade dos
odcitos esta comprometida (GONCALVES et al., 2008b).

No entanto, quando realizamos o procedimento de aspiracdo folicular guiada por
ultrassom em programa comercial de producao de embrides, ¢ comum todos os foliculos
serem puncionados com o intuito de maximizar o rendimento de odcitos obtidos.

2.4.1.2 Qualidade de odcitos

A relagdo entre o didmetro folicular e a qualidade do odcito, parece ter grande
importancia na sele¢do dos foliculos que serdao aspirados (BOLS et al.,1995). O sucesso ¢ a
eficiéncia do programa da PIV dependem da quantidade e da qualidade dos CCOs
recuperados. A qualidade do odcito descrita como a capacidade de desenvolvimento ou a
competéncia deste gameta para se transformar em um embrido apos a fertilizacdo pode ser
expressa tanto morfologicamente quanto intrinsecamente (MERTON et al., 2009). A
eficiéncia da produgdo de embrides como parametros para qualidade do odcito ¢ determinada
principalmente durante a fase de coleta e de maturagdo, enquanto a qualidade dos embrides ¢
determinada durante a fase de cultivo in vitro (MERTON et al., 2003 ¢ LONERGAN et al.,
2006).

Imediatamente apds a recuperagdo dos complexos cumulus-odcitos € realizada a
classificacdo dos mesmos de acordo com as caracteristicas das células do cumuluss e do
ooplasma: Grau I —cumulus-oo6citocompacto, contendo mais de trés camadas de células.
Ooplasma com granulagdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelucida e de
coloragdo marrom; Grau II —cumulus-odcitocompacto parcialmente presente em volta do
odcito ou rodeando completamente o o6cito, com menos de trés camadas celulares.
Ooplasma, com granulac¢des distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas
no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um sé local aparentando uma mancha
escura; Grau III —cumulus-o6citopresente, mas expandido. Ooplasma contraido, com espago
entre a membrana celular e a zona pelicida, preenchendo irregularmente o espago
perivitelino; Grau IV — Degenerado, vacuolizado ou fragmentado; Desnudos — totalmente
descobertos pelas células do cumulus-oo6citoou parte coberto por elas; atrésico —cumulus-
odcitoescuro ou presenga de sinais de degeneracao citoplasmatica (GONCALVES, 2002).



As caracteristicas do foliculo tem uma significativa influéncia sobre o potencial de
desenvolvimento do odcito uma vez que, apos aspirado do foliculo, seu potencial de
desenvolvimento ¢ limitado. Embora a adi¢do de uma variedade de gonadotrofinas, esterdides
e fatores de crescimento possam aumentar o desenvolvimento embriondrio, estes aumentos
tendem a ser modestos ¢ raramente alcangam os indices obtidos com o6citos maturados in
vivo (RIZOS et al., 2002). A condigdo fisiologica da doadora, considerando-se idade, peso,
raca, nutri¢do e a propria variagdo individual, interfere na qualidade dos odcitos. Relatos de
oocitos de qualidade inferior em animais senis sao frequentes (SENEDA e BLASCHI, 2004).
Katska e Smorag (1984) notaram uma redugdo na producdo de gametas de animais mais
velhos, embora ndo tivessem encontradodiferenca na qualidade dos odcitos entre animais
jovens (a partir dos 18 meses) e senis (até 17 anos).

Quanto ao peso, animais com baixo escore de condi¢do corporal sdo doadoras de
od6citos de menor capacidade de desenvolvimento até o estadio de blastocisto (LOPEZ RUIZ
et al., 1996) e animais submetidos ao estresse também sdo doadoras de odcitos com menor
competéncia (SENEDA et al., 2000).

Merton et al. (2009) investigaram os fatores genéticos que influenciam o resultado de
OPU-PIV e relataram uma menor variabilidade dos resultados na OPU-PIV em novilhas de
irmaos completos do que entre os animais ndo relacionados geneticamente. Ainda neste
estudo, Merton et al. (2009) demonstraram que as correlagdes genéticas foram de acordo com
as fenotipicas, confirmando a sugestdo de que o CCO de qualidade ¢ independente do nimero
total de CCOs coletados através de OPU. Esta ¢ uma descoberta importante, pois a qualidade
do CCO ira resultar em uma maior propor¢ao de embrides produzidos. Fémeas introduzidas
em um programa de PIV devem estar isentas de enfermidades reprodutivas e infecciosas,
devendo ser realizada avaliagdo através de exames laboratoriais comprovatérios de sanidade
(NANZE, 2010). Os agentes que mais prejuizos trazem a pecudria nacional em termos de
abortamento e infertilidade sdo os causadores da brucelose, leptospirose, rinotraqueite
infecciosa, diarréia bovina a virus (BVD), campilobacteriose, tricomonose, neosporose €
hemofilose. O mais novo patéogeno da lista ¢ a bactéria Escherichia coli, presente
normalmente na microbiota animal e que provoca gastroenterites, podendo gerar alteragdes
nos odcitos que levem a sua morte ou inviabilidade (PITOMBO, 2011).

Fatores ambientais podem influenciar o desempenho reprodutivo de animais de
producdo no decorrer do ano (ALMEIDA et al.,, 2010). Tem sido demonstrado que a
exposicdo de doadoras ao stress caldrico tem uma perda na funcio reprodutiva maior em racas
taurinas do que em ragas zebuinas (ROCHA et al. 1998). Takuma et al. (2010) ao estudarem o
efeito da qualidade e quantidade de odcitos recuperados no verdo e no inverno com doadoras
da raca Japonese Black, verificaram que a qualidade dos odcitos nao foi afetada, porém
animais submetidos a aspiragdo no verdo, obtiveram decréscimo no numero de odcitos
recuperados em relagdo a aspiracoes realizadas no inverno. Porém, estudos recentes realizados
com animais da raca Brahman, objetivando avaliar os meses de melhor eficiéncia reprodutiva
para se estabelecer estratégias de manejo visando melhores indices na PIV, ndo mostraram
diferencas significativas entre as estagdes do ano, recomendando esses procedimentos em
qualquer periodo (LUCIA E MARTINEZ, 2010 e ALMEIDA et al., 2010).

Atualmente, a aspirag¢@o folicular tem sido realizada em momentos aleatorios do ciclo
estral. Os resultados de campo tém mostrado que a qualidade dos odcitos ndo se altera em
funcdo da fase do ciclo estral. No entanto, o nimero de foliculos disponiveis para a aspiragao
apresenta consideravel variagdo, sendo o inicio de onda o momento mais favoravel para a
recuperagdo, pelo maior nimero de foliculos e pela melhor eficiéncia de captagdo dos odcitos
(SENEDA et al., 2005).



2.4.1.3 Maturagao in vitro

A matura¢ao meidtica do odcito in vivo ocorre proxima a ovulagdo, quando o foliculo
atinge seu didmetro maximo, mas in vitro a matura¢ao meidtica inicia-se imediatamente apos
a remocgao do odcito do interior do foliculo (GONCALVES et al., 2008a). A maturagao dos
odcitos € um longo processo durante o qual os odcitos adquirem a capacidade intrinseca de
progresso através de eventos subsequentes de desenvolvimento. Tais eventos sdo
denominados de maturagdo nuclear e citoplasmatica sendo complexos e distintos (FERREIRA
et al.,, 2009). A maturacdo nuclear oocitdria bovina refere-se a segregagdo cromossdmica
(FERREIRA et al., 2008). Em odcitos mamiferos, a meiose inicia-se durante a vida fetal e
posteriormente ¢ parada na fase de diploteno da primeira divisdo meidtica (profase I) sendo o
odcito, nesta fase, denominado odcito em Vesicula Germinativa (VG), permanecendo assim
até proximo a ovulagdo. A conclusdo da primeira divisdo meidtica ¢ desencadeada pelo
aumento hormonal de LH pré-ovulatorio, a meiose avanga para o estddio de metafase II, onde
¢ novamente parada até a fecundacdo. No entanto, quando os od6citos mamiferos sdo retirados
dos foliculos e cultivados, eles espontaneamente retomam apenas a maturagdo meidtica
(nuclear) sem estimulacdo hormonal. (GOESEELS, 2006). Os eventos que ocorrem durante a
maturagdo de oocitos dependem ndo sé da dindmica correta de separacdo de cromossomos
durante a maturacdo nuclear, mas também da redistribui¢do das organelas citoplasmicas e do
armazenamento de mRNA, proteinas e fatores de transcricdo necessarios para que esse
processo ocorra (FERREIRA et al., 2009).

A maturacdo citoplasmatica pode ser descrita como as alteragdes estruturais e
bioldgicas que permitem que o odcito seja fecundado e se desenvolva como embrido. Esta
maturacao envolve a redistribui¢do de organelas citoplasmaticas, como os granulos corticais
(GC), as mitocondrias, o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico (AVELINO, 2004;
DULCIBELLA et al., 1990 apud APPARICIO et al., 2011 ). As transcrigdes e as proteinas
armazenadas no citoplasma do odcito sdo de fundamental importancia para o processo de
maturacao e para assegurar o desenvolvimento dos embrides até ao estadio de oito células (em
bovinos), fase em que o genoma embriondrio ¢ ativado e a sintese de novas proteinas torna-se
necessaria (FERREIRA et al., 2009).

O TCM 199 (“Tissue Culture Medium 199”) ¢ o meio mais difundido entre os
laboratorios de PIV. Seus principais suplementos sdo o soro fetal bovino, FSH, LH, piruvato,
penicilina e estreptomicina. A maturagdo in vitro varia de 18 a 24 horas em 5% de CO, em ar
e umidade saturada (GONCALVES et al., 2008b). As condi¢des ideais para MIV devem ser
determinadas para melhorar o desenvolvimento dos o6citos. A maturagdo de o6citos in vitro
varia entre os laboratorios, ocorrendo entre 16 e 28 horas, em média ¢é utilizado 24 horas.
Embora ndo haja tempo de maturagdo ideal, ndo se pode excluir que a produg¢ao de embrides
sera afetada por um tempo maior que 24 horas, o que provavelmente ¢ causado pelo
envelhecimento do odcito (MERTON et al., 2003).

2.4.1.4 Fecundagdo in vitro

Apo6s a maturagdo, os oodcitos sdo fertilizados in vitro com sémen fresco ou
descongelado. Em funcao da praticidade e da higiene, na maioria das vezes utiliza-se s€émen
congelado. Neste caso, os espermatozoides vidveis contidos em uma palheta de sémen
precisam ser separados do plasma seminal, do crioprotetor, do diluidor e das células mortas.
Para bovinos, os métodos de separacao espermatica mais utilizados sdo o gradiente de Percoll
e a técnica do “Swim-up” (GONCALVES et al., 2008b). O Percoll ¢ preparado em diferentes
concentragdes para formar o gradiente necessario de separagao espermatica (geralmente 45 e
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90 %) diluido ao meio SP-TALP (MACHADO et al., 2009). O gradiente de Percoll ¢ uma das
técnicas mais difundidas na PIV de diversas espécies, sendo um meio comercial preparado em
diferentes densidades e que seleciona os espermatozoides através da centrifugacao
(MACHADO et al., 2009).

O “swim up” ¢ um procedimento que utiliza a capacidade dos espermatozoides
migrarem em direcdo ascendente, proporcionando alta motilidade, onde os espermatozdides
vivos sao separados dos mortos, do plasma seminal e dos componentes dos diluidores pela
motilidade ascendente. Porém, produz apenas 10 a 20% do total inicial da populagdo de
espermatozdides bovinos (PARRISH et al., 1995). Schweitzer (1996) demonstrou que o
gradiente de Percoll ¢ superior ao “swim up”” aumentando a motilidade e a recuperacdo de
espermatozdides com boa habilidade de fecundar e longa sobrevida. Embora o “swim up”
tenha como vantagens ser de facil execugdo, baixo custo, recuperar amostras limpidas e com
espermatozoéides com alta motilidade, tem como principal desvantagem apresentar baixa taxa
de recuperagdo e, por essa razdo, s6 pode ser usado para amostras com alta concentragdo de
células (PARRISH et al., 1995). Da mesma maneira, observou-se que o Percoll facilita a
capacitagdo dos espermatozodides, requerendo menores concentragdes de heparina
(SCHWEITZER, 1996).

In vivo, os espermatozoides percorrem um longo trajeto para chegar ao infundibulo e
fecundar o oocito. Durante esse percurso, glicosaminoglicanas presentes no trato genital
feminino induzem sua capacitagdo. Para fertilizagdo in vitro, a capacitagdo espermatica ¢,
geralmente, promovida por agentes capacitantes como a heparina e os ionéforos de célcio .
(GONCALVES et al.,, 2008b). Em relacdo as ragas, Varago et al. (2008) observaram a
necessidade de concentragdes maior de heparina bem como maior concentracdo espermatica
para FIV em zebuinos quando comparada aos taurinos.

De acordo com os protocolos utilizados pelos laboratérios, o tempo de co-incubacdo
dos oocitos com os espermatozoides pode variar de seis a vinte a quatro horas (GARCIA et
al., 2005), a uma temperatura de 39 °C, em uma atmosfera de 5 % de CO; em ar e umidade
saturada. Os espermatozoéides sao adicionados as gotas de fecundacao contendo os odcitos em
uma concentragio final que pode variar 1 x 10° a 2 x 10° espermatozéides por mililitro
(GONCALVES et al., 2008a e MEHMOQD et al., 2009). Para cada reprodutor utilizado no
sistema PIV, alguns ensaios devem ser previamente desenvolvidos para ajustar a concentragao
espermatica ¢ a dosagem de heparina com a finalidade de maximizar ambos, capacidade
fecundante e competéncia de desenvolvimento embrionario (COELHO et al, 1998). Além
disso, ¢ necessario ajustar a concentragdo espermatica ao periodo de incubag¢ao de maneira
que nao prejudique o desenvolvimento do odcito e evite fecundacdes anormais (RAMOS et
al, 2000).

2.4.1.5 Cultivo in vitro

Existem diferentes sistemas de cultivo in vitro e alguns sdo claramente melhores do
que outros (FARIN et al., 2006). Os sistemas de cultivo podem ser divididos basicamente em
dois grupos: a) Co-cultivo no qual células somaticas sdo incluidas ao meio, sendo comumente
suplementado com soro fetal bovino; b) Meios quimicamente definidos que sdo aqueles que
ndo sao acrescidos de células somaticas (THOMPSON, 1996). Os dois meios mais
comumente utilizados para o co-cultivo in vitro de embrides bovinos sdo o TCM 199 e o
Menezo B2. Eles sdo descritos como meios complexos porque os componentes multiplos que
estdo incluidos na sua formulagdo incluem vitaminas, aminodcidos, sais, purinas, nucleotideos
etc, que refletem as necessidades de células somaticas ao invés dos embrides (BAVISTER,
1995 apud THOMPSON, 1996). As células somaticas mais utilizadas em meios de co-cultivo
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sao as c¢lulas epiteliais do oviduto bovino (CEOB), células da granulosa, vesiculas
trofoblasticas, células VERO (linhagens celulares estabelecidas para cultivo obtidas de rim de
macacos), células BRL (“Buffalo Rat Liver Cells”), células endometriais ou do cultivo em
meio condicionado por varios tipos celulares (GONCALVES et al., 2008b).

Sistemas de cultivo sem suporte de células somadticas sdo geralmente referidos como
sistemas definidos ou semi-definidos, dependendo da presenga de soro (ou proteinas) ou da
suplementagdo de macromoléculas sintéticas (THOMPSON, 1997). Para desenvolver um
sistema de cultura definido, ha duas possiveis abordagens que t€ém igual mérito: a) determinar
as necessidades bioquimicas do embrido ou b) analisar o ambiente que o embrido se encontra
in vivo (THOMPSON, 1996). Atualmente, o co-cultivo dos embrides com sistemas
complexos tem sido substituido por sistemas que utilizam 5 % de O, e meios simples como
Charles Rosenkrans (CR-1, CR-2), fluido sintético de oviduto bovino (SOF) ou meio simples
de potédssio otimizado (KSOM) acrescido de aminoacidos. Esses sistemas tém inumeras
vantagens em termos de praticidade e economia, podendo ser utilizados com meios
quimicamente definidos ou com soro sanguineo (GONCALVES et al., 2008b).

Os meios estaticos ou ndo sequenciais sdo aqueles sobre os quais ndo se efetuam
modificacdes durante todo o periodo de cultivo. Ao contrdrio, os meios sequenciais sao
aqueles em que a composic¢do vai sendo modificada mediante a adi¢ao de substancias ou troca
de todo o meio em fun¢do das necessidades ou para eliminar os produtos do metabolismo
embriondrio, que podem afetar sua viabilidade (LANE et al., 2003). Neste contexto, muitos
laboratdrios adotam o procedimento de substituicdo do meio de cultivo ou acréscimo de novo
meio apos 48 horas de desenvolvimento embrionario, procedimento esse também chamado de
“feeding” (THOMPSON et al., 1998).

O cultivo geralmente se estende até o 7° dia apds a fecundagdo in vitro, quando ¢é
realizada a selecdo e a avaliacdo dos embrides para a transferéncia ou criopreservacdo. Para
avaliacdo da taxa de eclosdo ou da qualidade embrionaria, principalmente pela determinagao
do numero ¢ viabilidade de blastomeros, o cultivo in vitro pode se estender até o 8° ou 9° dia
apos a fecundagdo in vitro (GONCALVES et al., 2002).

2.5. Utilizac@o de Sémen Sexado na PIV

O emprego do s€émen sexado permitiu aumentar o impacto na eficiéncia reprodutiva de
carne e de leite, além de produzir uma propor¢ao ideal de machos e fémeas de acordo com o
objetivo do produtor, a fim de se obter vantagens das caracteristicas que sdo limitadas ou
influenciadas pelo sexo, e com isso facilitar as praticas de manejo (RATH e JOHNSON et al.,
2008). Adicionalmente, este fato permite a selegdo de fémeas potencialmente superiores,
produzindo novilhas de repasse especificamente daqueles animais (MOCE et al., 2006). Um
ganho de 15% ¢ esperado comparado ao sémen convencional, além da redug¢do dos custos
com os testes de progénie, transferéncia de embrides e marcadores moleculares (DE VRIES et
al., 2008). Além disso, os bezerros resultantes de sémen sexado ndo diferem dos bezerros
oriundos de sémen convencional, incluindo o tempo de gestacdo, peso ao nascer, taxa de
mortalidade e ganho de peso (TUBMAN et al., 2004).

A elevada proporgdo de machos entre os embrides mamiferos produzidos in vitro pode
limitar a aplica¢do da técnica de PIV, sobretudo em rebanhos bovinos com aptidao leiteira, € o
uso do s€men sexado pode reverter essa situacdo (RHEINGANTZ et al., 2004). Essa inversao
¢ benéfica quando as fémeas possuem um maior valor de mercado do que os machos, como
nas exploragdes econdmicas leiteiras (RATH et al., 2009).

Porém, o procedimento de sexagem espermatica afeta algumas caracteristicas estruturais
do espermatozoide bovino, mas nao elimina sua capacidade de gerar embrides in vitro, apesar
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da sua reduzida motilidade progressiva e integridade de membranas acrossomal e
mitocondrial (CARVALHO et al., 2010). A produgao in vitro empregando o sémen sexado
tem sido investigada em varios estudos, e algumas diferengas tem sido atribuidas a diversos
fatores (ARRUDA et al., 2011).

Alguns estudos tem relatado baixas taxas de clivagem e de blastocisto (STINSHOFF et
al., 2012), enquanto outros nao tem observado diferencas no desenvolvimento de blastocistos
entre o sémen sexado e o ndo-sexado (LU e SEIDEL, 2004; CARVALHO et al., 2010). Essas
diferengas podem ser devidas aos varios métodos de selecao dos oocitos, qualidade do sémen
sexado ou tipo de cultivo (ARRUDA et al., 2011). Contudo, diferengas individuais também
foram observadas, mostrando que o sémen de alguns touros ¢ mais negativamente afetado do
que outros touros pelo processo de sexagem espermatica (BLONDIN et al., 2009).

Nos processos in Vvitro, um glicosaminoglicano, a heparina, tem sido utilizada para
capacitar espermatozoides bovinos. No entanto, existem variagdes individuais entre touros
quanto a concentragdo de heparina necessaria para a capacitagdo espermatica. A concentragao
ideal de heparina varia de 2 a 100 pg/mL de meio, dependendo do touro e do processo de
separacao espermatica. Ha evidéncias de que espermatozoides separados pelo gradiente de
Percoll necessitam de menor concentracdo de heparina do que aqueles separados por “swim
up”. A concentracdo mais eficiente, nos diferentes processos e para os diferentes touros, esta
em torno de 10 ug/mL de meio. Atualmente, a heparina ¢ o glicosaminoglicano mais utilizado
para capacitar espermatozoides para a fecundagdo in vitro, em virtude dos resultados
satisfatorios e compativeis com os processos in Vivo (GONCALVES et al., 2008).

Nesse sentido, Lu e Seidel (2004) testaram o sémen sexado de diferentes touros e
observaram que diferentes concentra¢des de heparina foram necessarias para se obter uma boa
capacitagdo. O sémen sexado de alguns touros ndo se beneficiava da heparina como um
reagente aditivo para se induzir a capacitagdo, indicando que as concentra¢des espermaticas
efetivas do mesmo touro podem diferir entre o sémen sexado ¢ o nao-sexado. Também,
fatores associados com o processo de sexagem, possam talvez vir parcialmente a capacitar o
espermatozoide. Essas observacdes também foram observadas por Palma et al. (2008), que
verificaram que alguns touros produziam altas porcentagens de blastocisto com somente 2
ng/mL de heparina no cultivo, enquanto outros touros necessitavam de mais heparina (5-10
ug/mL) para produzirem altas taxas de blastocisto, indicando que um ajuste nas concentragdes
de heparina para cada touro poderia aumentar estas taxas em sistemas PIV. No entanto, em
casos de produgao in vitro comercial, esse procedimento nem sempre é possivel, em razdo do
custo e da disponibilidade de doses de sémen (GONCALVES et al., 2008).

Lu e Seidel (2004) também demonstraram que as concentracdes de heparina em
sistemas PIV com o sémen sexado podem aumentar a taxa de polispermia. Contudo, mesmo
com altas concentragdes de heparina (10 pg/mL), as taxas de polispermia foram menores
quando comparadas com o sémen nao-sexado. Além disso, tem sido relatado que, nos bovinos
a taxa de polispermia ¢ baixa, independente de se usar diferentes touros ou diferentes
concentragdes de heparina em sistemas PIV (BOUSQUET et al., 1999), indicando que mais
pesquisas sdo necessarias para se identificar as diferengas entre o sémen de diferentes touros,
e com isso se otimizar os sistemas de produgao in vitro.

Spinaci et al. (2006) demonstraram que o s€émen sexado ndo necessita de outras tantas
condigdes de capacitagcdo em sistemas PIV quando comparado com o sémen nao-sexado, €
isto também poderia explicar a reduzida fertilidade observada in vivo quando as inseminagdes
artificiais sdo feitas o mais proéximo o possivel das ovulagdes. O nivel de capacitacdo poderia
ajudar os laboratérios a determinar as condigdes ideais em sistemas PIV, a fim de se obter
altas porcentagens de blastocistos produzidos in vitro (BLONDIN et al., 2009).

Outras diferencas nos procedimentos em sistemas PIV, tais como menor gota de
fertilizagio (CRAN et al., 1995) e a concentragio de 1 x 10° espermatozoides/mL
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(BARCELO-FIMBRES et al., 2011) foram requeridos para se obter os melhores resultados
(ARRUDA et al., 2011). Neste contexto, a criopreservacdo de embrides também vem
demonstrando um importante papel, sendo que o método da vitrificagdo funciona de forma
bem melhor nos embrides produzidos in vitro de varias espécies (XU et al., 2009). No
entanto, Xu et al. (2006), ao produzirem embrides in Vvitro vitrificados, ndo observaram
diferencas na viabilidade pds-congelamento entre blastocistos produzidos com o uso do
sémen sexado e nao-sexado.

Varios estudos tém demonstrado que os embrides bovinos machos produzidos in vitro
desenvolvem-se mais rapidamente do que embrides fémeas (PEIPPO et al., 2010). No estudo
de Carvalho et al. (2010) ndo foram observadas diferengas na formagdo dos blastocistos a na
velocidade de desenvolvimento destes entre embrides de machos e fémeas derivados de
sémen sexado. Algumas variagdes observadas tém sido atribuidas ao efeito do touro, do
protocolo PIV, ou do sistema de cultivo (PEIPPO et al., 2001). Também no estudo conduzido
por Carvalho et al. (2010), independente da reducdo na integridade de membrana e na
motilidade progressiva do sémen sexado, nao foi observado uma menor produgdo de embrides
em sistemas PIV. Talvez uma diminui¢ao na motilidade e na porcentagem de células com
membrana acrossomal intactas causadas pelo processo de sexagem espermatica ndo seja
critico para as condig¢des in Vitro, assim como sdo para as condigdes in vivo. Contudo,
embrides derivados de sémen sexado apresentam uma alta propor¢do de mitocOndrias
imaturas ¢ danos nas membranas nucleares, ¢ uma falta no niumero de organelas, como
mitocondria e reticulo endoplasmatico rugoso, quando comparados com embrides derivados
de sémen nao-sexado (PALMA et al.,, 2008). Essa discrepancia no desenvolvimento
embrionario pode ser devido a fragmentagdao do DNA no espermatozoide de alguns touros, o
que pode explicar porque alguns touros sdo mais adversamente afetados pelo processo de
sexagem espermatica do que outros touros (GOSALVES et al., 2011).

A fim de se explicar as baixas taxas de desenvolvimento embriondrio € os danos
ultraestruturais dos embrides produzidos in vitro com o uso do sémen sexado observado por
alguns autores, Morton et al. (2007) realizou estudos sobre a expressao génica, ¢
demonstraram que embrides derivados de sémen sexado exibiram uma expressao diferencial
de genes importantes no desenvolvimento celular, quando comparados com embrides
derivados de s€émen nao-sexado. Em contraste, Carvalho et al. (2012) examinaram os perfis de
metilagdo do DNA de alguns genes e ndao observaram alteragdes, embora variagdes
individuais nos perfis entre os touros tenha sido detectadas. Do mesmo modo, Stinshoff et al.
(2012) demonstraram que o processo de sexagem do s€émen usado em sistemas PIV nao
influencia na qualidade embrionaria precoce a nivel molecular. As diferencas observadas
entre os embrides derivados de sémen sexado e de sémen nao-sexado poderiam explicar a alta
perda embrionaria entre os 30 e 90 dias de prenhez, quando o sémen sexado ¢ usado para
inseminar vacas e novilhas (UNDERWOOD et al., 2010).

Em sistemas PIV, a habilidade de se reverter o processo de sexagem também ¢é possivel.
Este processo consiste em se descongelar doses de sémen convencional para posterior envio
destas doses ao processo de sexagem, e congeld-las novamente para um uso futuro em
Inseminagao Artificial (IA) ou PIV, o que permite a estas doses serem enviadas para um novo
sistema PIV, distante do laboratorio de sexagem, removendo o fator comum destes sistemas,
que seria em manter os touros alojados para facilitar o processo de sexagem ou para a
congelacdo e descongelagdao das amostras, podendo assim ser usadas imediatamente apds o
processo de sexagem (ARRUDA et al., 2011). Esta técnica poderia oferecer novas
possibilidades para o uso do sémen sexado em sistemas PIV (UNDERWOOD et al., 2010;
GOSALVES et al., 2011).

Uma outra abordagem promissora ¢ a Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides
(ICSI), que oferece uma ultima solu¢do para o uso do sémen sexado na PIV, porque um
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espermatozoide pode ser usado para fertilizar um oocito (XU et al., 2009). O s€émen sexado
poderia ser usado para ICSI com eficiéncia similar ao sémen ndo-sexado (HAMANO et al.,
1999). Contudo, o uso da ICSI em bovinos enfrenta dificuldades, pois ha uma limitada
habilidade para se iniciar a liberagdo e oscilagao dos ions calcio, € com isso induzir a ativagao
dos odcitos, e este fato parece comprometer o sucesso da ICSI nesta espécie (MALCUIT et
al., 2006). Diante disso, recentes pesquisas tem sido conduzidas na tentativa de se promover
uma maior otimizagdo da ICSI em bovinos. Bevacqua et al. (2010) obtiveram altas taxas de
desenvolvimento de blastocistos usando odcitos quimicamente ativados. Estes fatos
demonstram que a ICSI, no futuro, podera evitar os problemas do alto custo com as doses ¢ as
baixas concentragdes espermadticas usadas com a aplicacdo do sémen sexado.

2.6 Panorama da Producéo In Vitro de Embrides

Segundo Stroud e B6 (2011) em todo mundo em 2009, o nimero de embrides
produzidos in vivo foi de 704.000 e 379.000 embrides produzidos in vitro. O Brasil mais uma
vez lidera o campo global de producao e transferéncia de embrido in vitro, havendo um
aumento de 12,7% na produgdo de embrides produzidos in vitro em comparagio a 2008. Para
investigar a razdo pela qual a técnica preferida para a producdo de embrides de bovinos no
Brasil mudou de in vivo para in vitro, Pontes et al. (2009) compararam estas duas abordagens
em vacas Bos taurus inducus (Nelore). Os autores constataram que entre os métodos in vivo e
in vitro para producdo de embrides, ¢ com um intervalo de 15 dias entre procedimentos de
OPU, foi possivel produzir mais embrides e com isso mais prenheses em relagdo ao método in
vivo de produgdo de embrido.

Vinte e cinco anos ap6s o nascimento do primeiro bezerro produzido in vitro as taxas de
blastocistos ainda estdo aquém do desejado, variando entre 20 e 50 % (média de 35 %). Além
da baixa eficiéncia da técnica, os embrides que conseguem se desenvolver in vitro apresentam
qualidade inferior aqueles produzidos in vivo (GONCALVES et al., 2008a). Além disso,
embrides produzidos in vitro t€m sido frequentemente associados a anormalidades fetal e
neonatal (FARIN et a.l, 2006) além de apresentarem baixa viabilidade apos a criopreservagao
lenta.

Segundo Lonergan e Fair (2008), a propor¢do de embrides que alcangam o estadio de
blastocisto raramente ¢ superior a 40% e os que chegam nesta fase, sdo muitas vezes
comprometidos em termos de qualidade e competéncia. Considerando que as taxas de
blastocistos bovinos oriundos de oocitos maturados e fertilizados in vitro tém permanecido
baixas, mais estudos sdo necessarios para otimizagao dos resultados (CASTILHO, 2009).
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2.7. Influéncia da Raga na Producéo In Vitro de Embrides

Diversas ragas tém sido utilizadas para PIV. Embora seja descrito que a fertilidade entre
racas bovinas pode variar, poucos estudos tém sido conduzidos com a finalidade de avaliar as
variagdes entre as ragas, sendo dificil a comparagdo pela diversidade de métodos utilizados
(SENEDA et al., 2002). O fator individual tem sido apontado como de grande importancia na
competéncia dos odcitos para o desenvolvimento, apesar das variacdes pertinentes a raga,
idade e condigdo corporal (BOLS et al., 1997).

Os dados sobre dindmica folicular em bovinos sdo conflitantes, isso porque existem
ainda poucos estudos para se estabelecer um padrdo para as diferentes ragcas em diferentes
locais geograficos e diferentes manejos. Com o auxilio da ultrassonografia os estudos estao
sendo esclarecedores a respeito da fungdo ovariana, melhorando os programas de manejo
reprodutivo do rebanho (MARTINS, 2005). Animais da raga Nelore, ou vacas zebuinas em
geral, apresentam um maior nimero de foliculos nos ovarios, em comparagao com vacas de
racas européias, com médias variando entre 18 e 25 odcitos recuperados por sessdo de OPU
(WATANABE et al., 1999). Esta grande populagdo de foliculos nesta raga ¢ presente sem o
uso de hormoénios exdgenos ou protocolos de sincronizacdo. Apesar da importancia
fisiologica dessas diferencgas, o elevado numero de odcitos obtidos pela OPU parece ser uma
caracteristica exclusiva de vacas Nelore (PONTES et al., 2009).

A fertilidade entre as ragas na produg@o in vitro de embrides bovinos pode variar.
Abraham et al. (2010) objetivaram determinar a influéncia da raca da doadora de odcitos
sobre o desenvolvimento de embrides apos a MIV, FIV e CIV. Os autores compararam
animais das ra¢as Sueco Vermelho e Branca (SRB), Sueco Holandesa (SLB) e ragas de corte
mestigas, e constataram que as taxas de clivagem e o percentual de embrides desenvolvidos
além de duas células nao diferiram entre as racas de corte mesti¢as ¢ SRB, sendo que SLB foi
significativamente maior do que as demais ragas. Nao houve diferencas significativas entre as
racas quanto a qualidade de blastocistos e o percentual de blastocistos desenvolvidos apos 8
dias, mas o numero de células no 8° dia de blastocistos foi significativamente menor no SLB,
evidenciando que a raca das doadoras de odcitos influencia o desenvolvimento durante a
produgdo in vitro de embrides.

Schernthaner (1999) realizou um estudo comparando a taxa de prenhez na PIV usando
36 vacas de diferentes ragas (21 Simental, 5 Holandesa-Frisia, 5 Pardo Sui¢o e 5 Charolés).
Em média, foram recuperados cinco oocitos por sessdo. Apos a MIV, FIV e CIV, obteve-se
0,8 embrides por sessdo de OPU. No total foram transferidos 397 embrides, sendo que 125
prenheses foram estabelecidas. A comparacdo das diferentes racas de doadoras revelou
diferengas significativas no numero de od6citos, embrides produzidos e prenheses
estabelecidas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Periodo e Local de Obtencéo dos Dados

Este estudo foi conduzido entre agosto de 2010 e agosto de 2011, utilizando-se dados
fornecidos por uma Central de Reprodugdo Assistida de Bovinos (laboratorio In Vitro — Rio)
localizada na fazenda Boa Vista em Barra do Pirai, Rio de Janeiro, Km 259 da BR 393 e que
trabalha com programa comercial de produgao in vitro de embrides bovinos.

3.2 Animais

Foram utilizados dados referentes a fémeas bovinas adultas doadoras de oocitos das
racas Holandesa e Gir, com idade variando entre dois e sete anos, procedentes de diferentes
localidades do Estado do Rio de Janeiro e de Minas Gerais. Esses animais foram mantidos sob
diferentes condi¢des de manejo de acordo com cada propriedade.

3.3 Aspiracéao Folicular, Manipulacéo e Classificacdo dos CCOs

As aspiracdes foliculares foram realizadas na fazenda dos proprietarios destes animais,
sempre pelo mesmo Médico Veterinario. As doadoras ndo foram submetidas a nenhum tipo
de protocolo hormonal, sendo utilizados apenas animais livres de problemas reprodutivos e
sem nenhuma anomalia genital, os quais passaram por avaliacdo ginecoldgica pelos
Veterinarios da empresa in vitro-Rio. Apenas foram aspiradas doadoras com escore corporal
classificado como 3 ou 4 (escala variando de 1 a 5 (FERREIRA, 2010)).

As doadoras foram contidas em tronco e tiveram a regido perineal devidamente
higienizada com agua e sabdo. Apds a higienizacdo, uma anestesia epidural com 3,0 a 5,0 ml
de Lidocaina a 2 % (Bloc®) foi realizada para diminuir o peristaltismo e o desconforto
durante o procedimento de aspiracdo. Para OPU foi utilizado um aparelho de ultrassom
(MINDRAY DP 2200Vet) e uma probe convexa de 5 MHz adaptada a uma guia para a
aspiracdo folicular transvaginal. Para realizacdo da puncdo folicular, foi utilizada agulha
hipodérmica descartavel (50 x 9 mm comprimento, Terumo®) conectada a um tubo conico de
50 ml (Corning, USA) por uma mangueira de silicone de 0,8 m e didmetro interno de 2 mm,
acoplada a uma bomba a vacuo (Cook — com pressdo ajustada para 68 mmHg). A guia de
aspiracdo foi inserida na vagina do animal e posicionada junto ao fornix, até que, com auxilio
da palpagdo retal, uma imagem satisfatoria dos ovarios fosse obtida para que os foliculos
fossem aspirados. O liquido folicular contendo os CCOs foi recolhido no tubo conico coletor
contendo solu¢do de PBS com heparina, mantida a 37°C. Apds a aspiragdo, o conteudo de
cada tubo conico foi despejado em filtro para colheita de embrides (WTA — Watanabe
Tecnologia Aplicada) e lavado com solucdo fisioldgica acrescida de 1 % de Soro Fetal
Bovino até que o meio aspirado se tornasse translucido. O contetido do filtro foi vertido em
placa de Petri para realizagdao da procura, manipulagdo, lavagem e avaliacdo morfoldgica dos
CCOs com o auxilio de um estereomicroscopio. A avaliagdo morfologica foi realizada
segundo LEIBFRIED e FIRST (1979) levando em consideragdo caracteristicas das células da
granulosa e do citoplasma do odcito. Foram considerados viaveis apenas CCOs classificados
como graus I, I e III, os quais foram encaminhados ao laboratorio da empresa In Vitro- Rio,
enquanto os demais (desnudos, cumulus expandidos, atrésicos ou degenerados) foram
descartados.
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3.4 Producao In Vitro dos Embrides, Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

Foram coletados dados referentes a 500 OPUs em doadoras da raga Holandesa ¢ 500 em
doadoras da raga Gir. Foram analisados o niimero de odcitos recuperados e o numero de
odcitos viadveis além das taxas de aproveitamento de odcitos, de clivagem e de blastocisto. No
laboratdrio, localizado na Fazenda Boa Vista, os CCOs passaram pelas etapas de maturagao,
fecundagdo e cultivo in vitro e no oitavo dia, os embrides classificados como viaveis foram
envasados em palhetas de 0,25 ml para serem inovulados. Durante a etapa de cultivo in vitro,
foi analisado também o efeito do touro nas taxas de clivagem e de blastocisto. Para tanto, foi
utilizado s€émen sexado para obtencao de fémea, de touros das ragas Holandesa e Gir. Os
dados foram coletados de arquivos armazenados em pastas na sala da empresa In Vitro- Rio,
sendo estas informagdes organizadas e inseridas em uma planilha do programa “Microsoft
Office Excell 2007”.

As 1000 aspiracdes foliculares foram separadas por grupo de raca da doadora
(Holandesa, n= 500 e Gir, n =500) (delincamento inteiramente ao acaso) € por cruzamento:
Grupo 1: doadora Holandesa com sémen de touro Holandés (n=250); Grupo 2: doadora
Holandesa com sémen de touro Gir (n=250), Grupo 3: doadora Gir com sémen de touro
Holandés (n=250) e Grupo 4: doadora Gir com sémen de touro Gir (n=250). No total, cinco
variaveis foram analisadas (odcitos recuperados, odcitos viaves, taxa de aproveitamento
(o6citos viaveis/ oocitos recuperados), taxa de clivagem (embrides clivados/o6citos vidveis) e
taxa de blastocisto (blastocisto/ o6citos viaveis). No quadro 2 estd representado o esquema de
organizagdo das doadoras e do touro.

Quadro 2. Delineamento experimental.

Variavel Analisada Doadora de o6cito Touro
sessao/OPU
Variavel 1 | Odcitos recuperado | Holandesa (n=500)
Gir (n=500)
Variavel 2 | Oocitos viaveis Holandesa (n=500)
Gir (n=500)
Variavel 3 | Taxa de | Holandesa (n=500)
aproveitamento Gir (n=500)
Variavel 4 | Taxa de clivagem Holandesa (n=250) Holandés (n=250)
Gir (n=250) Gir (n=250)
Variavel 5 | Taxa de blastocisto | Holandesa (n=250) Holandés (n=250)
Gir (n=250) Gir (n=250)

A andlise estatistica usada para os dados comparativos entre racas quanto a média de
odcitos recuperados e de odcitos vidveis foi o teste 't ndo pareado. Para as taxas de
aproveitamento, de clivagem e de blastocisto foi usado o teste qui-quadrado com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Histogramas 1 e 2 representam o numero de odcitos recuperados e o nimero de
oocitos viaveis de acordo com a raca da doadora.

Histograma 1: numero de odcitos recuperados em doadoras das ragas Holandesa e Gir.
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Histograma 2: numero de odcitos viaveis em doadoras das racas Holandesa e Gir.
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A Tabela 2 apresenta as médias e os respectivos desvios padrdo de odcitos
recuperados, de odcitos vidveis e a taxa de aproveitamento dos odcitos de acordo com a raga
da doadora. Para as racas Holandesa e Gir, foram recuperados em média 15,14 + 13,08 e
15,57 £ 11,9 odcitos, respectivamente, dos quais, 8,74 + 7,67 e 9,12 = 7,97 foram
classificados como viaveis. Nao houve diferenca estatistica em relagdo aos o006citos
recuperados quando comparadas as duas ragas (P>0,05). No entanto, a raga Gir proporcionou
um numero médio de odcitos viaveis significativamente maior do que a raga Holandesa
(P<0,05). Em relagdo a viabilidade das estruturas recuperadas, as taxas de aproveitamento de
odcitos para as ragas Holandesas e Gir foram 57,73% e 58,57%, respectivamente, nao
havendo diferenca estatistica entre os genotipos (P>0,05).

Tabela 2. Média de odcitos recuperados, de oocitos viaveis e a taxa de aproveitamento de
odcitos de acordo com a raga da doadora.

Parametros analisados Holandesa Gir

Odcitos recuperados (Média + DP) 15,14 +13,08* 15,57 +11,9°
Oocitos viaveis (Média = DP) 8,74 £7,67° 9,12+ 7,97b
Taxa de aproveitamento de oocitos (%) 57,73* 58,57

Letras sobrescritas diferentes dentro da mesma linha apresentam diferenga estatistica (P<0,05).
DP = desvio padrio

No presente estudo ndo houve diferenga estatistica entre as racas em relacdo ao
numero de oocitos recuperados por doadora. Pontes et al (2010), ao realizarem 1138 sessdes
de OPU em doadoras Holandesas ¢ 3778 em doadoras Gir, obtiveram médias de 11,4 + 39 ¢
17,1 + 4,5 odcitos recuperados por doadora repectivamente, verificando que doadoras da raga
Gir apresentaram maior numero de odcitos recperados por sessdo de OPU. Assim como
Grazia et al (2012) que também encontraram uma média maior de odcitos recuperados em
doadoras da raca Gir quando comparado com doadoras da raca Holandesa (16,3 + 1,0 e 10,6 =
0,7), repectivamente. Segundo Baruselli et al (2007), os animais Bos taurus indicus
apresentam naturalmente maior nimero de foliculos recrutados por onda de crescimento
folicular. Essa caracteristica tem influencia direta na eficiéncia da técnica de OPU-PIV,
indicando vantagem de fémeas zebuinas sobre as taurinas.

Roth et al. (2008) ao avaliarem doadoras da raca Holandesa em alta lactagcdo, média
lactacdo e em novilhas obtiveram médias de 16,0 + 2,0 ; 17,2 + 0,9 ¢ 13,2 + 1,8 odcitos
recuperados por doadora respectivamente, nao verificando diferencas entre o nimero médio
de odcitos recuperados por vaca ao longo das sessdes experimentais.

Zago (2011) em recente estudo usando doadoras Bos taurus taurus das racas Flamenga
e Holandesa, apos 20 se¢des de OPU/raga, verificaram ge o niimero total de odcitos viaveis e
a média de odcitos/animal/secdo na raga Flamenga (n=635 ¢ 8,0 = 0,7) foram superiores a
raca Holandesa (n=543 ¢ 7,3 + 0,7), respectivamente. No entanto, a taxa de recuperagdo de
odcitos pode apresentar variagao de estudo para estudo, principalmente em fémeas Bos taurus
taurus (SENEDA et al., 2001).

A raca Nelore, que também ¢ uma raga pertencente ao grupo genético Bos taurus
indicus, demonstrou uma grande diferenga em relagdo a média de numero de odcitos
recuperados em relacdo a raga Gir. Pontes et al. (2011), ao realizarem 317 sessoes de OPU,
relataram uma média de 30,84 + 0,88 oocitos recuperados por doadora. Considerando-se uma
melhor eficiéncia na coleta de odcitos quando aspirando pequenos foliculos, mais ondas
foliculares resulta em uma maior probabilidade de encontrar pequenos foliculos em animais
com trés contra duas ondas foliculares (SENEDA et al, 2001). Animais da raca Nelore, ou
vacas zebuinas em geral, apresentam um maior nimero de foliculos nos ovarios, em
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comparagcdo com vacas de ragas européias, com médias variando de 18 a 25 odcitos
recuperados por sessdo de OPU (WATANABE et al., 1999).

No presente estudo, a média de odcitos viaveis obtidos através das aspiragdes por OPU
apresentou-se diferente entre as ragas Holandesa e Gir. Para a raga Holandesa obteve-se uma
média 8,74 + 7,67 de odcitos classificados como viaveis, sendo este nimero menor do que o
obtido com a raca Gir (9,12 + 7,97). Os resultados estdo apresentados na Tabela 2. Estes
resultados corroboram outros na literatura, como Pontes et al (2010) que, ao compararem a
média de odcitos viaveis por sessdo de OPU por doadora das ragas Gir e Holandesa, também
verificaram que a raga Gir apresenta maior nimero de oocitos viaveis em relagdo a raga
Holandesa (12,1 + 3,9 vs 8,0 £ 2,7, repectivamente). Assim como Grézia et al (2012) que
também verificaram médica maior de odcitos classificados como viaveis na raca Gir em
relagdo a raga Holandesa (10,6 = 0,7 vs 6,4 &+ 0,4).

Pontes et al (2011), ao analisarem outra raga zebuina (Nelore), obtiveram médias de
odcitos classificados como viaveis de 23,35 + 0,72, os mesmos sugerem que ainda ndo esta
claro por que doadoras Nelore produzem mais oocitos que as doadoras taurinas, talvez a taxa
de atresia folicular seja menor em vacas da raga Nelore.

Lopes et al. (2006), ao realizarem estudos com doadoras taurinas agrupadas em duas
categorias (menos de sete e maior do que sete odcitos), concluirama que as doadoras que
produziam mais do que sete oocitos forneciam oocitos de melhor qualidade do que aquelas
doadoras que produziam menos de sete oocitos. Porém, Boni et al (2002) demonstraram que
em vacas, ndo ¢ sO a classificacdo morfologica dos COCs que estd relacionado com a
competéncia de desenvolvimento, mas também outros fatores, como o transporte de Ca2" na
membrana plasmatica (nos odcitos imaturos) e o armazenamento de célcio (em odcitos
maduros).

A taxa de aproveitamento encontrada neste estudo nao diferiu entre os grupos
genéticos, contrariando alguns trabalhos recentes encontrados na literatura. Ratto et al (2011),
em seus estudos aspirando 17 doadoras da raga Holandesa e 32 da ragca Aberdeen, verificaram
que a taxa de aproveitamento e a propor¢ao dos CCOs submetidos a MIV foram maiores na
raca Aberdeen do que na raga Holandesa, concluindo que a raga interfere no aproveitamento
dos odcitos. Tamassia et al (2003) também verificaram a influéncia da raga dadora de odcitos
ao comparar a taxa de odcitos recuperados apos realizar repetidas sessdes de OPU sobre as
mesmas vacas de diferentes origens genéticas. Estes autores mostraram uma variagdo
distintiva no numero de odcitos recuperados por puncdo folicular por vaca, permitindo a
classificagdo de algumas vacas sistematicamente como 'boas' ou 'ruins' produtoras de odcitos.
Ratto et al (2011) relataram em seus estudos que a qualidade e a competéncia do CCO nao ¢
influenciada pelo estado fisioldgico de prenhez da vaca doadora, e sim pela eficiéncia das
coletas dos CCOs e da producdo de embrides, sugerindo alta variagdo entre ragas.

Merton et al. (2009) investigaram os fatores genéticos que influenciam o resultado de
OPU-PIV e relataram uma menor variabilidade dos resultados na OPU-PIV em novilhas de
irmdos completos do que entre os animais ndo relacionados geneticamente. Ainda neste
estudo, Merton et al. (2009) demonstraram que as correlagdes genéticas foram de acordo com
as fenotipicas, confirmando a sugestao de que o CCO de qualidade ¢ independente do numero
total de CCOs coletados através de OPU. Esta ¢ uma descoberta importante, pois a qualidade
do CCO iré resultar em uma maior propor¢ao de embrides produzidos.

A Tabela 3 apresenta as taxas de clivagem (embrides clivados/odcitos viaveis) e de blatocisto
(embrides no estadio de blastocisto/oocitos viaveis) de acordo com a raca da doadora, usando
sémen sexado para obtengdo de fémea de touro Holandés e Gir para ambas as ragas. Para a
raca Holandesa usando sémen de touro Holandés (G1) e Holandesa com sémen Gir (G2), as
taxas de clivagem foram de 65,79 e 60,36 %, respectivamente, e para a raga Gir usando sémen
de touro Holandés (G3) e Gir com sémen Gir (G4), as taxas foram 59,67 e 56,54 %,
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respectivamente. J4 as taxas de blastocisto foram de 28,18 e 33,34 % paraG1l e G2, e 26,82 ¢
31,09% para G3 e G4respectivamente. Houve diferenca estatistica (P<0,05) na taxa de
clivagem em todos os parametros analisados, exceto entre 0 G2 vs G3. Em relagdo a taxa de
blastoisto, ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os grupos G1 vs G3 e G2 vs G4,
havendo diferencga estatisticas entre os demais grupos.

Tabela 3. Taxa de clivagem e de blastocisto de acordo com a raga da doadora de odcito e do
touro .

Doadora Touro Taxa de clivagem Taxa de blastocisto
(%) (%)
(G1) Holandesa ~ Holandés 65,79° 28,18°
(G2) Holandesa  Gir 60,36 33,34°
(G3) Gir Holandés 59,67 26,82%
(G4) Gir Gir 56,544 31,09™

Letras sobrescritas diferentes dentro da mesma coluna apresentam diferenga estatistica (P<0,05).

Em estudo semelhante, Grazia et al (2012), ao compararem as taxas de clivagem de
matrizes Holandesa com touro Holandes (G1), Gir com Gir (G2), Holandesa com Gir (G3) e
Gir com Gir (G4) encontraram taxas de clivagem semelhantes entre os grupos G2 ¢ G4
(86,6% e 87,2%; p>0,05) e superiores ao G1 (82,8%; p<0,05), que por sua vez foi superior ao
G3 (61,3%; p<0,05), concluindo que a raca Gir tem as melhoras taxas independente da raca
do touro.

Zago (2011), ao comparar a raca Flamenga e Holandesa usando sémen de touro
Holandes obtiveram diferenga nas taxas de clivagem entre as racas estudadas. No estudo de
Zago (2011) a raga Flamenga apresentou taxa de clivagem de 49,6 % e a raca Holandesa 32,8
%. As baixas taxas de clivagem da raca Holandesa no estudo de Zago (2011) parecem estar
associadas a uma menor quantidade de odcitos de excelente a boa qualidade. Ratto et al.
(2011) também relataram diferenca na taxa de clivagem ao analisarem duas ragas diferentes,
Holandesa e Angus, constatando que a propor¢cdo de embrides clivados foi maior na raga
Holandesa, porém a proporg¢ado de blastocistos em desenvolvimento e o numero médio total de
blastocistos por doadora por sessdao foram significativamente maiores na raga Angus.

Nabhan et al. (2012), ao utilizarem odcitos da raca Holandesa Preto e Branco (HPB)
com sémen de touro Gir, obtiveram taxa de clivagem de 57,8 % =+ 6,4, relatando que, ao
realizarem este estudo, a taxa de clivagem na raga HPB foi inferior a obtida nas demais racas
estudadas (Nelore x Nelore; HPB x Angus e HPB x Brahman), sendo que a raca Nelore
proporcionou os melhores resultados, constatando assim, que existe o efeito da raga nas etapas
da PIV.

Satrapa et al. (2011), ao avaliarem a taxa de clivagem de o6citos de doadoras das ragas
Nelore com sémen de touro Nelore, Holandesa com sémen de touro Holandés e Holandesa
com sémen de touro Gir, verificaram que animais zebuinos (Nelore x Nelore) proporcionaram
maior taxa de clivagem (93,7 = 1,5 %) quando comparado com Holandés x Holandés (76,1 +
2,3 %) e Holandés x Gir (67,2 £ 7,2 %), porém, ndo houve diferenca significativa na taxa de
clivagem e na producdo de morula e de blastocisto entre embrides Holandés x Holandés e
Holandés x Gir, concluindo que a raga da origem de o6citos mais importante do que a raca da
origem do touro. Palma e Sinowatz (2004), ao utilizarem sémen de 63 touros diferentes da
raca Simental na PIV também ndo encontraram diferenga entre a taxa de clivagem quando
compararam o efeito do touro. Segundo Waksmundzka et al. (1984), a formacao de embrides
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normais com a capacidade de se desenvolver a termo depende tanto de oocitos quanto de
espermatozdides. Ambos os componentes parentais influenciam as caracteristicas do embrido
recém-formado, no entanto, o citoplasma do embrido precoce € composto quase inteiramente
do citoplasma do odcito. Como uma importante contribui¢do para o desenvolvimento
embriondrio, o ooplasma contém os elementos necessarios para o desenvolvimento
embriondrio precoce € um programa intrinseco citoplasmatico que regula o desenvolvimento
embriondrio inicial. Este gameta impde assimetria sobre a heranca de fatores citoplasmaticos
resultantes em predomindncia generalizada de heranca materna de organelas, proteinas,
transcri¢des de RNA e outros fatores.

Looney et al. (1994) ndo encontraram diferenca significativa entre doadoras de odcitos
de racas leiteiras (84 doadoras) e de corte (116 doadoras), obtendo taxa de clivagem de 46,5
% e 40,5 %, respectivamente. Os estudos da PIV relacionados ao efeito da raga, tanto da
doadora quanto do touro, ainda precisam ser mais elucidados, sendo que muitos destes
estudos ainda sdo recentes e sdo sujeitos a variagdes que ocorrem entre os laboratorios,
técnicos e manejo.

Ramos et al. (2006), ao avaliarem a raga doadora Gir com touro Gir e o uso de
estimula¢do hormonal com FSH na aspiragdo, obtiveram taxa de clivagem de 56,02 %, sendo
que o FSH poder alterar o ambiente folicular ao redor do odcito, influenciando direta ou
indiretamente em sua qualidade (ROTH et al., 2002).

Com relagdo a taxa de blastocisto, também foram encontradas no presente estudo
diferengas estatisticas entre as ragas estudadas, porém entre os grupos G1 vs G3 e G2 vs G4
ndo houve diferenca estatistica . Em semelhante estudo, Grazia et al. (2012), ao compararem
as taxas de conversao (total de embrides/ total de COOs viaveis) de matrizes Holandesas com
touro Holandés (G1), Gir com Gir (G2), Holandesa com Gir (G3) e Gir com Holandés (G4)
encontraram maior taxa de blastocisto em G2 e G4 em relagdo ao G1 e G3 (61,3 ¢ 61,6% vs.
38,2 e 32,8%), concluindo que a maior propor¢do de embrides em animais da raga Gir esta
associada a uma maior qualidade ¢ potencial de desenvolvimento in vitro, independente da
raga do touro.

Ratto et al. (2011), em seus estudos usando 17 doadoras da raca Holandesa ¢ 32 da
raca Aberdeen, verificaram que a propor¢ao de blastocistos em desenvolvimento e o nimero
médio total de blastocistos por doadora por sessdo foram significativamente maiores na raga
Aberdeen. Além disso, o nimero de blastocitos que se desenvolveu em relagdao ao total de
embrides clivados foi significativamente diferente entre as duas ragas, sendo 202 / 494 (40,9
%) e 720 / 1287 (55,9 %) para as doadoras Holandesa e Aberdeen, respectivamente. Em
conclusdo, os autores relataram que os resultados de seu estudo indicam que as taxas de
recuperacdo de CCOs e producdo de blastocistos sdo afetadas pela raga da doadora, o que esta
de acordo com o presente estudo. Schernthaner et al. (1999), ao trabalharem com 36 vacas,
sendo 21 Simmental, 5 Holandesa, 5 Pardo-Sui¢o e 5 Charolés realizando aspiragdo folicular
duas vezes por semana, sugerem que a producdo de bezerros através de oocitos coletados por
OPU com subsequente produgdo in vitro de embrides ¢ influenciada pela raga da vaca
doadora, sendo que, em seu estudo, a raca Charolesa mostrou os melhores resultados em
relacdo a todos os pardmetros avaliados. J4 as racas Pardo-Suico e Holandesa mostraram
resultados inferiores em relagdo ao niumero de foliculos, odcitos recuperados e oocitos viaveis
por sessdo de pungdo folicular. Tamassia et al. (2003), avaliando a influéncia da raga da
doadora de odcitos na taxa de blastocistos, utilizando repetidas sessdes de OPU, mostraram
uma variagdo na producdo de blastocistos, com vacas que mostravam um fendtipo de 'bom' ou
'ruim' com relagdo a producdo de blastocistos, e constataram ainda que o sémen utilizado nao
influenciou a taxa de blastocisto, revelando uma influéncia materna no desenvolvimento de
embrides bovinos.
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Satrapa et al. (2011), ao avaliarem a taxa de blastocisto de odcitos de doadoras das
ragas Nelore com sémen de touro Nelore, Holandesa com sémen de touro Holandés e
Holandesa com sémen de touro Gir, verificaram que animais zebuinos (Nelore x Nelore)
proporcionaram maior taxa de blastocisto (34,7 + 3,6 %) quando comparados com Holandesa
x Holandés (9,4 = 1,3 %) e Holandesa x Gir (10,4 £ 0,2 %), porém, estes autores nao
encontraram diferencas significativas na producao de blastocistos entre embrides Holandesa x
Holandés e Holandesa x Gir, sendo estes dados diferentes deste estudo, onde houve diferenga
entre as ragas Holandesa e Gir. No estudo de Satrapa et al. (2011), o odcito desempenhou um
papel mais importante do que o do touro no desenvolvimento embrionario de doadoras da
raca Holandesa. Alguns estudos sugerem que as taxas de clivagem e de blastocisto para
fémeas Bos taurus taurus sdo comparaveis as taxas obtidas com fémeas Bos taurus indicus
com divergéncias de resultados, estando mais provavelmente relacionadas a qualidade
oocitaria do que ao fator racial (PONTES et al., 2010 e ZAGO, 2011).Também segundo
Satrapa et al. (2011), a raga de origem de odcitos ¢ mais importante do que a raga do touro. A
influéncia materna na produgdo de o6citos e na produgao in vitro de blastocisto bovinos ainda
permanece indeterminado. Foi sugerido que vacas com variado historico genético tém
diferentes capacidades para produzir odcitos por puncao folicular, e que os seus oocitos tém
diferentes niveis de competéncia para a produgdo in vitro de embrides (TAMASSIA et al.,
2003).
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5 CONCLUSOES

Nas condic¢des de realizagdo do presente trabalho, ¢ possivel concluir que:

e A raga da doadora ndo interfere no numero de odcitos recuperados assim como
em sua taxa de aproveitamento.

e A raga da doadora de odcitos e a do touro influenciam as taxas de clivagem e
de blastocisto na PIV de embrides bovinos.

e O uso do cruzamento doadora Holandesa e touro Gir foi o mais eficiente para
produgdo de embrides mestigos F1.
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