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RESUMO

CRUVINEL, Larissa Mendes, Instituto Federal Goiano - Campus Morrinhos, novembro de
2019. Recuperacdo de odcitos em doadoras Gir e Girolando. Orientadora: Aline Sousa
Camargos.

A raca Girolando, de inicio, foi gerada com o intuito de se ter uma descendéncia prépria do
Brasil que fosse habilitada para producéo leiteira. Ja o Gir leiteiro, € o gado Zebu com a maior
taxa de eficiéncia de producdo sob condicGes tropicais. Em bovinos, o processo de producédo
in vitro de embrides (PIV), em parceria com a aspiragdo folicular guiada por ultrassom
(OPU), aparece como ferramenta de potencializacdo da competéncia reprodutiva. Desse
modo, o objetivo deste trabalho foi comparar o desempenho de fémeas Gir e Girolando
guanto ao numero e qualidade dos odcitos recuperados por meio da técnica de OPU e ap6s o
cultivo in vitro dos odcitos. Para tanto, foram levantados os dados das aspiracdes foliculares
guiadas por ultrassom e cultivo in vitro de odcitos (CIV) de doadoras das ragas Gir e
Girolando, durante os anos de 2013, 2014 e 2015. Um total de 113 doadoras, sendo 41 da raca
Gir e 72 da raca Girolando. As caracteristicas analisadas foram: nimero de o0citos totais,
viaveis e ndo viaveis, quantidade de odcitos grau I, I1, 111 e a % de odcitos viaveis apos cultivo
in vitro, além da avaliacdo da significancia dos efeitos (racas e anos) por Analise de Variancia
utilizando o procedimento PROC GLM do Statistical Analysis System. A compara¢do do
desempenho das racas apontou a Girolando como detentora dos melhores resultados.
Exibindo valores de 32,20 + 14,51 para odcitos totais, 26,91 + 12,37 odcitos viaveis, 3,53 *
3,90 odcitos grau 1 e 28,15 + 13,72 para a % de odcitos viaveis apos a CIV. Isso gracas a uma
caracteristica que é tida como seu grande trunfo: a heterose. Enquanto isso, a raga Gir
apresentou 25,28 + 13,22 odcitos totais, 21,31 + 11,94 odcitos viaveis, 2,24 + 3,36 odcitos de
grau | e 21,99 £ 11,99 para a % de od6citos viaveis apos a CIV. A andlise de regressdo
quadratica em funcdo dos meses foi significativa (p < 0,05) para o6citos ndo viaveis, grau | e
grau Ill. Neste contexto, 0os conhecimentos in vivo e em laboratério sustentam a ideia de que
0s odcitos de fémeas bovinas sdo vulneraveis ao estresse térmico. A correlacdo fenotipica
atestou que a selecdo de fémeas Gir e Girolando para planos de melhoramento genético deve
ser feita de acordo com a quantidade de odcitos totais produzidos por fémea, pelo fato dessa
aptidao estar altamente correlacionada fenotipicamente com odcitos grau Il (r = 0,74), o6citos
viaveis (r = 0,96) e % de viaveis ap6s o cultivo in vitro (r = 0,92). Concluiu-se entdo, que as
fémeas Girolando apresentaram melhor desempenho para quantidade e qualidade de odcitos.
Assim como foram superiores também na proporc¢do de odcitos viaveis apos o cultivo in vitro.

Palavras-chave: bovino de leite, performance, OPU.



ABSTRACT

CRUVINEL, Larissa Mendes, Instituto Federal Goiano - Campus Morrinhos, november of
2019. Oocyte recovey in Gir and Girolando donors. Adviser: Aline Sousa Camargos.

The Girolando breed, at first, was generated with the intention of having a Brazilian descent
that was qualified for milk production. The dairy Gir, on the other hand, is the Zebu cattle
with the highest rate of production efficiency under tropical conditions. In cattle, the process
of in vitro embryo production (PIV), in partnership with ultrasound-guided follicular
aspiration (OPU), appears as a tool to enhance reproductive competence. Thus, the objective
of this study was to compare the performance of Gir and Girolando females in terms of the
number and quality of oocytes recovered using the OPU technique and after in vitro culturing
of oocytes. To this end, data were collected on follicular aspirations guided by ultrasound and
in vitro oocyte culture (CIV) from donors of the Gir and Girolando breeds, during the years
2013, 2014 and 2015. A total of 113 donors, 41 of which are Gir and 72 are Girolando. The
characteristics analyzed were: number of total, viable and non-viable oocytes, quantity of
oocytes grade I, I, Il and% of viable oocytes after in vitro culture, in addition to the
evaluation of the significance of the effects (races and years) by Analysis of Variance using
the PROC GLM procedure of the Statistical Analysis System. The comparison of the breeds'
performance indicated Girolando as the holder of the best results. Showing values of 32.20 +
14.51 for total oocytes, 26.91 + 12.37 viable oocytes, 3.53 £ 3.90 grade 1 and 28 oocytes, 15
+ 13.72 for the% of viable oocytes after CIV. This is thanks to a trait that is considered its
great asset: heterosis. Meanwhile, the Gir breed showed 25.28 + 13.22 total oocytes, 21.31 +
11.94 viable oocytes, 2.24 + 3.36 grade | oocytes and 21.99 + 11.99 for the% of viable
oocytes after CIV. The analysis of quadratic regression as a function of months was
significant (p <0.05) for non-viable oocytes, grade | and grade IlI. In this context, in vivo and
laboratory knowledge supports the idea that oocytes from bovine females are vulnerable to
thermal stress. The phenotypic correlation attested that the selection of Gir and Girolando
females for genetic improvement plans must be made according to the amount of total oocytes
produced per female, because this ability is highly phenotypically correlated with grade 11
oocytes (r = 0.74 ), viable oocytes (r = 0.96) and% viable after in vitro culture (r = 0.92). It
was concluded, then, that Girolando females had better performance for quantity and quality
of oocytes. They were also higher in the proportion of viable oocytes after in vitro culture.

Keywords: milk cattle, performance, OPU.



INTRODUCAO

O Brasil tem papel de destaque na area de emprego das tecnologias da reprodugdo em
animais, em especial com o uso de embrides (MIYAUCHI, 2011). A industria de embrides do
rebanho bovino cresceu consideravelmente nos ultimos dez anos. No pais, esse crescimento é
associado ao desenvolvimento do processo de producdo in vitro. Em especial, nos animais
produtores de leite (OLIVEIRA, 2011).

Muito embora, em 2018, um artigo publicado pelo Jornal O Embrido tenha apontado
uma reducdo no nimero de embrides gerados em laboratério nos anos de 2014 e 2015. Esta
queda foi atribuida a estagnacdo da economia desse periodo. Desde entdo, os nimeros tém
apresentado estabilidade, com um total de 345.528 embribes produzidos in vitro em territorio
brasileiro. Havendo uma variacdo menor que 1% entre os anos de 2016 e 2017 (VIANA,
2018). A procura por animais com caracteristicas génicas superiores é cobicada, em especial,
para rebanhos onde o objetivo é o aumento da produtividade leiteira e/ou de carne
diariamente, visando ganhos mais expressivos (SIMAO e CARVALHO, 2013).

A producdo in vitro de embrides (PIV) é dividida nos seguintes passos: aspiracdo
folicular guiada por ultrassom (do inglés, ovum pick up - OPU), cultivo in vitro dos odcitos
(CIV), fertilizagdo in vitro (FIV) e implantacdo dos embriGes nas receptoras previamente
sincronizadas (OLIVEIRA, 2011). A recuperacdo dos o6citos pode se dar de duas maneiras
distintas, sendo de ovarios oriundos de abatedouro ou a aspiragdo folicular guiada por
ultrassom, realizada in vivo (BOLS, 2012). Leeuw (2006) afirma que o conforto do animal é
grande sob a técnica de OPU, pois ndo existe a exigéncia da aplicacdo de substancias
injetaveis, tampouco de manejos complementares como ocorre durante a aplicacdo de
protocolos de superovulagdo utilizados na outra técnica de transferéncia de embrides (TE). A
maneira mais comumente utilizada para selecdo das fémeas receptoras é a avaliacdo da
presenca de corpo luteo, identificado através da palpacdo transretal (ANDRADE et al., 2012).

Em bovinos, o processo de PIV, em parceria com a OPU, aparece como ferramenta de
potencializagdo da competéncia reprodutiva desses animais, reduzindo o espago entre oS
descendentes e agilizando a evolucdo genética do gado (VARAGO; MENDONCA,;
LAGARES, 2008). Ainda segundo Bueno e Beltran (2008), o propdsito central desse método
é a aquisicdo dos embrides de fémeas que ja ndo originam filhos por meios naturais. Como
por exemplo, as que tenham problemas de fecundidade, causado pelo uso terapéutico de

hormdnios, como a gonadotrofina, ou ainda pela alteracdo doentia de seu artefato reprodutivo.



O Gir leiteiro ¢ o gado Zebu com a maior taxa de eficiéncia de producdo sob
condigdes tropicais. Essa categoria, oriunda da India, passa por uma época de notoriedade por
ostentar particularidades adaptadas e propicias que auxiliam na conquista de indices
progressivos dentro da atividade leiteira nacional e internacional (ABCGIL, 2015).

A raca Girolando, de inicio, foi gerada com o intuito de se ter uma descendéncia
propria do Brasil que fosse habilitada para produgdo leiteira. Podendo ser criada sob
circunstancia de clima subtropical e tropical, diante de uma metodologia que tenha viabilidade
financeira. Sendo essa linhagem essencialmente resultado do acasalamento entre animais
Holandeses e Gir, transpondo diversos graus sanguineos (SILVA et al., 2010). E considerada
uma raca artificial que também teve como propoésito a completividade entre tais linhagens
(FIALHO et al., 2018). As habilidades dessa raca possibilitam seu uso na producéo de leite
em variadas regides, sob distintas condicGes de manuseio, sendo o gado Girolando,
responsavel por mais de 80% da producdo leiteira do pais (SILVA et al., 2010).

Desse modo, o0 objetivo deste trabalho foi comparar o desempenho de fémeas Gir e
Girolando quanto ao numero e qualidade dos odcitos recuperados por meio da técnica de

aspiracdo folicular guiada por ultrassom e apds o cultivo in vitro dos odcitos.



MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um levantamento de dados das aspiragdes foliculares guiadas por
ultrassom e cultivo in vitro de odcitos, oriundos de doadoras das racas Gir e Girolando,
durante os anos de 2013, 2014 e 2015. Assim, este estudo foi dispensado de avaliacdo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Os dados analisados foram coletados no Laboratério de Biotecnologia da Reproducao
da Samvet Embrides, localizado na Fazenda Sdo Caetano, municipio de Morrinhos, regido sul
de Goias. Para tanto, foram utilizados os dados das aspiracdes foliculares de 113 doadoras,
sendo 41 da raca Gir e 72 da raga Girolando.

Foram ao todo 653 repeti¢des das quais foram analisadas 645, devido a exclusdo de
animais que possuiam apenas um registro de aspiracao do banco de dados. Essa filtragem teve
como intuito utilizar apenas fémeas aspiradas com maior frequéncia. Os o00citos recuperados
foram manipulados no laboratério localizado na prépria fazenda.

As doadoras eram mantidas a pasto, recebendo suplementagdo mineral e volumosa na
seca, composto de silagem de milho juntamente com grama ou capim cortado. As aspiracdes
aconteciam com intervalo minimo de 15 dias. O calendéario de vacinacdo continha imunizagédo
contra febre aftosa e raiva. Nenhuma das doadoras foi submetida a superovulagéo.

Foram levantados os dados referentes a: nimero de odcitos totais apés OPU, nimero
de odcitos viaveis e ndo viaveis, quantidade de odcitos grau I, 11, 11l e a % de odcitos vidveis
apos o cultivo in vitro durante os anos de 2013, 2014 e 2015.

Para as analises estatisticas, foi realizada a estatistica descritiva para as caracteristicas
analisadas (nUmero de odcitos totais, viaveis e ndo viaveis, de graus I, Il e 11l apds OPU e %
de viaveis apos cultivo in vitro). A avaliacdo da significancia dos efeitos (racas e anos) foi
realizada por Anélise de Variancia, utilizando-se o procedimento PROC GLM do Statistical
Analysis System (SAS Institute, 2008). Também foram realizadas as analises de regressdo
(PROC REG) linear, quadratica e correlacdo fenotipica (PROC COR). Para tanto, assumiu-se

um nivel de significancia de 5%.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de recuperacao oocitaria, qualidade dos o6citos ap6s a aspiracdo e apds

o cultivo in vitro estdo expostos na tabela 1.

Tabela 1. Estatistica descritiva por raca (Gir e Girolando) para as caracteristicas 00citos totais,
ndo viaveis, vidveis, grau I, grau Il, grau 11l e % de odcitos viaveis ap0s cultivo in vitro (CIV)
para doadoras

, - NUmero NUmero
NUmero Média . e .
. Desvio minimode maximo de
Raca Caracteristica de por ~ .. .
. Padréo o0citos oocitos
aspiracdes doadora
observados observados
Odcitos totais 207 25,28 13,22 2 80
Oocitos nao 208 3,98 2.90 0 16
viaveis

Odcitos viaveis 207 21,31 11,94 2 64
Gir Grau | 208 2,24 3,36 0 15
Grau Il 207 9,26 6,73 0 32
Grau Il 208 9,80 6,29 0 33

5 .
% de viaveis 206 21,99 11,99 1 71

apos CIV
Odcitos totais 433 32,30 14,51 5 78
Oocltos nao 432 4.97 3.60 0 17

viaveis

Odcitos viaveis 433 26,91 12,37 3 70
Girolando Grau | 432 3,53 3,90 0 18
Grau Il 437 12,26 7,51 0 36
Grau Il 437 11,06 7,09 0 33

5 —
% de viaveis 434 2815 13,72 3 74

apos CIV

De acordo com Borges Filho (2018), a aspiracdo folicular € uma pratica realizada com
diversas racas de bovinos. A quantidade de odcitos recuperados nessa técnica esta associada a
raca do animal, assim como o desempenho destes no processo de PIV.

A media de odcitos totais recuperados por doadora apds a OPU deste estudo foi de
25,28 + 13,22 para doadoras da raca Gir. Proximo ao resultado aqui exposto, Sales et al.
(2015), que avaliaram a diferenca de producéo e qualidade oocitaria entre fémeas Bos indicus

(representadas pelas Gir) e Bos taurus (representadas pelas Holandesas) alimentadas com
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dietas de mantenga e com maiores niveis de energia, relataram para as fémeas Gir um total de
odcitos igual a 22,8 + 1,5.

Ferreira (2011) obteve como recuperacdo média 31,19 + 16,49 odcitos, ndo fazendo
uso de superovulacdo nas vacas Gir doadoras. J& Miquelanti et al. (2018), ao utilizarem
fémeas lactantes sem inducdo hormonal, observaram um valor médio de 17,5 + 11,3 de
odcitos recuperados em fémeas Gir. Este indice foi relativamente menor ao verificado no
presente estudo, que pode estar relacionado a diferenca do manejo empregado.

Quanto as fémeas da raca Girolando, a media de odcitos totais recuperados por
doadora foi de 32,30 + 14,51. Este valor foi semelhante ao encontrado por Pontes et al.
(2010), que demostraram em sua pesquisa fémeas meio sangue Girolando apresentando 31,4
+ 5,6 oo0citos totais. 1sso demonstra o melhor desempenho das fémeas mesticas quando
comparadas as Gir. Em concordancia com este fato, Miquelanti et al. (2018) também
apuraram que o numero de odcitos recuperados de vacas Gir foi inferior ao total recuperado
de fémeas da raca Girolando. No entanto, Grazia et al. (2016), ao trabalharem com fémeas
Girolando F1, obtiveram um valor pouco menor. Observando como resultado médio para
essas doadoras 18,14 + 1,33 odcitos totais recuperados por meio da OPU.

Quanto a quantidade de odcitos viaveis, as fémeas Gir apresentaram média de 21,31 +
11,94. Este valor concorda com Ferreira (2011), que encontrou 20,04 + 10,58 odcitos viaveis
para fémeas Gir. Em contrapartida, Pontes et al. (2010) encontraram para a mesma raga um
valor bem inferior: 12,1 + 3,9 odcitos viaveis.

Ja as fémeas Girolando, no que se refere aos odcitos viaveis, apresentam media de
26,91 + 12,37. Pontes et al. (2010) descreveram valores bastante aproximados em sua
pesquisa, onde as fémeas meio sangue Girolando tiveram 24,3 + 4,7 de odcitos viaveis. Ja
Silva et al. (2017) apontaram um numero pouco menor, de 19,75 + 7,66 00citos viaveis em
doadoras Girolando.

Com relacdo a qualidade dos odcitos, a raca Gir teve a maior proporcao de odcitos
inferiores, classificados como grau Il (9,80 + 6,29). Em concordancia com 0 exposto por
Oliveira et al. (2013) que, em sua pesquisa, também obtiveram para raca Gir uma maior
quantidade de odcitos grau 111 (4,21 £ 0,43).

Enquanto isso, a raca Girolando obteve maior proporcéo de odcitos grau 1l (12,26 +
7,51). Ainda conforme o exposto na tabela 1, a raca Girolando apresentou maior quantidade
de odcitos grau I, tendo 3,53 £ 3,90 contra 2,24 + 3,36 da raca Gir. Vale ressaltar que os

odcitos desse grau sdo considerados de qualidade superior (MIRANDA, 2010).
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O numero méximo de odcitos obtidos por OPU em fémeas Gir foi 80, com 0 minimo
de 2 odcitos observados por aspiracdo. Nas fémeas Girolando, o nimero méximo foi 78,
contra 0 minimo de cinco odcitos por OPU.

A comparacdo das meédias e resultados da analise de variancia para a taxa de

recuperacdo de oocitos apds OPU e CIV esté apresentada na tabela 2.

Tabela 2. Comparacdo de meédias e resultados da andlise de varidncia para as taxas de
recuperacdo de odcitos apos aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU) e cultivo in vitro
(C1V) de doadoras das ragas Gir e Girolando

Racas
Caracteristicas Médias p-valor” R*™
Gir Girolando

OA4citos totais 25,29+13,22 32,20+14,51 <0,0001"" 0,07
Odcitos ndo vidveis 3,98+2,90 4,97+3,60 0,00177 0,11
O4citos viaveis 21,31+11,94 26,91+12,37 <0,0001™" 0,07
Grau | 2,24+3,36 3,53+3,90 0,007 0,08
Grau Il 9,26+6,73 12,26+7,51 0,0001"" 0,06
Grau Il 9,80+6,29 11,06+7,09 0,0068""" 0,04
% de vidveis ap6s CIV ~ 21,99+1199  28,15+13,72 <0,0001"" 0,06

“p-valor corresponde a probabilidade estatistica. ~R” corresponde ao coeficiente de determinagéo.
Significativo a 1%.  Significativo a 5%.

A comparacdo do desempenho das ragas apontou a Girolando como detentora dos
melhores resultados, exibindo valores de 32,20 + 14,51 para odcitos totais com média de
26,91 + 12,37 de odcitos viaveis. A literatura declara que as fémeas de linhagens nativas da
Europa tém a tendéncia de apresentar menores quantidades de odcitos recuperados, quando
comparadas aos animais Zebu, contradizendo o presente estudo.

Isso acontece devido a quantidade superior de foliculos recuperados na onda das
linhagens Zebu (OLIVEIRA; SERAPIAO; QUINTAO, 2014).

Sales et al. (2015) confirmaram a ideia de superioridade do gado zebuino observando,
para esses animais, melhores dados obtidos por analise no que se refere a quantidade e
propriedades dos odcitos comparados aos aspirados em taurinos. Pontes et al. (2011) que em
seu trabalho avaliaram fémeas da raca Nelore, reforcam que o rebanho zebuino exibe uma
maior quantidade de foliculos menores. Esse, segundo estes autores, seria um dos motivos
para a melhor taxa de recuperagdo de 06citos nesses animais.

Vale ressaltar que a raca Girolando apresenta uma caracteristica que € tida como seu
grande trunfo: a heterose ou vigor hibrido, onde a progénie vai aplicar fortemente as
qualidades das linhagens PO utilizadas no acasalamento (GIROLANDO, 2019). Essa
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propriedade é usada na modernizacdo do avango génico, tendo em vista que 0s sucessores
possuem caracteristicas acima das apresentadas por seus progenitores (LEITE, 2016),
apresentando seu beneficio maior nos animais F1 ou 1/2 sangue (BOURCKHARDT, 2015).

Segundo Perez (2016), a produtividade oocitaria possui grau de herdabilidade baixo.
Sendo as caracteristicas de grau baixo, as que mais obtém o retorno da heterose
(GIROLANDO, 2019). Possivelmente, esse vigor hibrido repassou as fémeas Girolando a boa
producdo de odcitos comum as fémeas zebuinas (PONTES et al., 2010), permitindo que elas
exibam resultados ainda melhores que as proprias Gir. Assim, a heterose ¢ adotada como a
principal explicagdo para o melhor desempenho das fémeas Girolando.

A diferenca entre os graus de sangue Girolando para as caracteristicas avaliadas neste
trabalho foi comparada e esta demonstrada na tabela 3.

O teste comparativo demostrou que existe sim diferenca nos resultados observados
para as caracteristicas analisadas entre os diferentes es graus de sangue Girolando. N&o foram
significativas apenas as médias das carateristicas taxas de recuperagdo de odcitos grau | e ndo
viaveis.

As vacas Girolando com proporcao mais elevada da genética taurina, como é o0 caso
das 5/8, exibem uma quantidade reduzida de ondas foliculares, provocando uma também
reduzida recuperacdo de foliculos em seu ciclo reprodutivo (ZANIN, 2013). Isso corrobora
com o presente estudo, onde foram observadas médias maiores para 1/4 e 3/4. No entanto,
outros aspectos precisam ser levados em consideracdo, com probabilidade de ter interferido na
eficiéncia de producéo oocitaria da fémea bovina.

Para Miranda (2010), o recrutamento de odcitos de qualidade superior e o diametro
dos foliculos sdo grandezas inversamente proporcionais, o que significa dizer que foliculos
maiores reduzem a qualidade e o nimero de estruturas aspiradas.

Assim, Silva (2017) atesta que o tamanho dos foliculos dominantes e ovulatoérios das
linhagens zebu se assemelham aos apresentados pelas racas mesticas, e sdo inferiores ao que é
exibido pelas fémeas taurinas.

Além disso, a aspiracdo de ovocitos antes do momento de distincdo do foliculo
dominante influencia de maneira favoravel as caracteristicas oocitarias (PFEIFER et al.,
2009), ja que a presenca do dominante faz iniciar o procedimento de atresia (PANSANI e
BELTRAN, 2009).
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Tabela 3. Comparacdo de médias e resultados da analise de variancia para taxas de recuperacdo de oocitos por aspiracdo folicular guiada por
ultrassom (OPU) e cultivo in vitro (CIV) de doadoras da raca Girolando em fungédo do grau de sangue dos animais

Graus de sangue Girolando

Caracteristicas p-valor
1/2 Y, Y, 3/8 5/8
Grau | 3,75+4,50 3,83+4,51 5,77+9,45 2,91+4,64 6,16+8,00 0,0541"°
Grau Il 11,48+7,69 14,85+9,63 13,18+8,13 9,50+7,44 12,67+7,11 0,0031"
Grau Il 10,56+7,25 13,70+8,83 10,81+7,12 9,50+4,85 9,67+7,24 0,0012"
O4citos ndo viveis 5,20+4,36 5,60+4,39 5,77+4,31 5,91+5,07 5,41+6,54 0,8709"°
Od4citos totais 31,00+15,42 38,00+17,65 35,55+21,57 27,83+10,36 33,93+22,63 0,0015"
O6citos viaveis 25,80+13,38 32,39+15,93 29,77+18,55 21,91+9,12 28,51+18,06 0,0005"
% de viaveis aps CIV 27,02+14,85 34,24+17,53 29,14+19,54 23,66+8,79 28,32+18,08 0,0004"

p-valor = probabilidade estatistica; NS = ndo significativo; *=significativo a 5%.
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Ademais, outro fator pode influenciar na quantidade e qualidade de estruturas
aspiradas. Conforme Sartori e Guardieiro (2010), na realidade de produgdo do rebanho
leiteiro, é sabido que no decorrer do terco final da prenhez e terco inicial de aleitamento, a
fémea apresenta um quadro conhecido como balanco energético negativo (BEN). E quando
ela gasta mais energia do que lhe é fornecida na dieta. Ainda conforme estes autores, em
casos de balango energético negativo, ocorrem alteracGes no aglomerado de alguns elementos
sanguineos e essas modificacfes podem ocasionar problemas de fertilidade e da atividade dos
ovarios. Também, a energia de crescimento folicular e ovulacao, nesse periodo, é voltada para
0 suprimento da exigéncia em energia da aleitacdo e sustento dessa producgéo (LEROY et al.,
2008).

Ainda, fémeas que se encontram na fase que antecede a puberdade oferecem odcitos
com diminuta capacidade de evolucdo. Da mesma maneira que animais idosos, que segundo
descrito, exibem predisposicdo a ter odcitos com propriedades infimas (OLIVEIRA,
SERAPIAO; QUINTAO, 2014).

Na propriedade estudada, ndo se pratica o descarte de doadoras por idade. O descarte é
praticado apenas quando a conversdo odcito-embrido é baixa ou se a fémea apresentar alguma
patologia.

Segundo Silva et al. (2011), também os meios de maturacdo em que 0s 04citos sdo
colocados para deslocamento exercem grande influéncia sobre a evolugdo dessas estruturas
nos processos seguintes da PIV, ja que ajudam na capacitacdo dos mesmos, possibilitando
estado apropriado de amadurecimento.

A anélise foi significativa para regressdo linear quanto ao nimero de odcitos nédo
viaveis (p < 0,05), com grande significancia (p < 0,0001). Sinalizando que 0s anos exerceram
ampla influéncia na oscilacdo da quantidade de estruturas inviaveis.

A figura 1 mostra a quantidade de o0citos ndo viaveis de acordo com 0s anos,

apontando que a menor propor¢do de odcitos invidveis se deu em 2014,
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Odcitos ndo viaveis

8
y =0,920x - 1848,899
R2=0,04
6
—e—N/V

......... Linear (N/V)

NUmero de od4citos ndo viaveis
N

2013 2014 2015
Ano

Figura 1. Taxa de o6citos ndo viaveis apds OPU em doadoras das racas Gir e Girolando em
funcéo dos anos (2013 a 2015)

Do mesmo modo, a andlise de regressdo linear entre 0s anos e 0s odcitos totais foi
significativa (p < 0,05) e estd exposta na figura 2. O resultado indica crescimento da
guantidade total de odcitos em funcdo dos anos. Havendo em 2015 a maior quantidade de
odcitos totais, muito embora, também nesse ano, tenha sido observado o nimero mais elevado

de ndo viaveis.

Odbcitos Totais
y = 2,010x - 4020,049

33 R2=10,01
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31,5
31
30,5
30
29,5
29
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—e— Totais
......... Linear (Totais)

NUmero de odcitos totais
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Figura 2. Taxas de odcitos totais em doadoras das racas Gir e Girolando em funcéo dos anos
(2013 a 2015)

O resultado é confirmado pela analise de correlacdo fenotipica realizada e que sera
discutida logo mais. A correlagcdo foi positiva média para as caracteristicas oocitos totais e
invidveis. Atestando desta forma, que a escolha de um animal para aumento da quantidade de
odcitos produzidos implicara na elevacdo do numero de estruturas ndo viaveis.

O aumento anual da quantidade de estruturas aspiradas também pode ter relacdo com
uma melhoria na técnica aplicada. Certamente existe um aperfeicoamento no decorrer do
tempo e da pratica da aspiracdo, aliada a uma maior experiéncia do profissional responsavel.

Do mesmo modo, 0 aumento de estruturas inviaveis pode estar ligado ao treinamento
de um novo aspirador. Muito provavelmente, esse treinamento ocorreu no ano de 2015, ja que
a partir de 2016, outro técnico passou a ser responsavel pelas aspiracfes na propriedade
analisada.

Segundo os resultados, a andlise de regressdo quadratica foi significativa (p < 0,05)
para as varidveis: o00citos ndo vidveis e grau Ill, e estdo expostas nas figuras 3 e 4

respectivamente, certificando que os meses exerceram influéncia sobre estes.

Taxa de o6citos ndo viaveis

7 y =-0,018x2 + 0,324x + 3,53
R2=10,011

6

2

[<5)

& 5

g

3

Z 4 —e— Ndo viaveis
T Polindmio

(N&o viaveis)

2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Meses

Figura 3. Taxas de o6citos ndo viaveis em doadoras das racas Gir e Girolando em funcéo dos
meses

17



Taxa de oocitos de Grau Il

15 y =-0,015x2 - 0,456x + 12,812
R?=0,017
E —e—GllI
o
c | N e\ Polindmio
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Meses

Figura 4. Taxas de odcitos grau 111 em doadoras das racas Gir e Girolando em funcdo dos
meses

O resultado significativo para essas variaveis pode ser explicado, de modo geral,
devido a sazonalidade nos meses, em especial, pela diferenca de temperatura durante as
estacdes do ano. Segundo Roth (2008), os conhecimentos in vivo e em laboratério sustentam a
ideia de que os odcitos de fémeas bovinas sdo vulneraveis ao estresse térmico, e isso em
diversas etapas da evolucdo folicular. Destaca também que tal transtorno nas atividades
oocitarias, no decorrer do tempo de crescimento dos foliculos, é capaz de diminuir a
capacidade de fecundacéo e de progresso dos odcitos.

Para melhor compreensdo do efeito dos meses sobre qualidade dos odcitos, foi
eloborada uma tabela com a temperatura média dos meses dos anos analisados no trabalho.

A tabela acima demonstra as oscilacbes de temperatura mensal, apontadas como
possivel justificativa para as variacdes na obtencdo de oocitos ndo viaveis e de qualidade
inferior (grau I11). As temperaturas oscilaram em quase todos 0os meses do ano, com maior
discrepéncia entre meses pertencentes a estacdes diferentes.

Torres-Janior et al. (2008), que avaliaram animais Gir, perceberam que a exposi¢éo ao
estresse térmico eleva a quantidade de odcitos classificados como degenerados. Dessa forma,
concluiu que quando sdo expostas a esse estresse por um prazo de 28 dias, ha uma resposta

negativa na atividade de reproducdo das fémeas. Isso ficou comprovado pela elevacdo da
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presenca de foliculos maiores e diminuicdo do potencial de desenvolvimento oocitario, por

exemplo.

Tabela 4. Temperatura média mensal aferida durante os anos de 2013, 2014 e 2015

Meses ANoS Média
2013 2014 2015 mensal

Janeiro 23,3°C 24,0°C 25,1°C 24,1°C
Fevereiro 23,5°C 23,8°C 23,6°C 23,6°C
Margo 23,7°C 23,2°C 23,0°C 23,3°C
Abril 21,6°C 23,0°C 23,2°C 22,6°C
Maio 20,1°C 20,3°C 21,0°C 20,4°C
Junho 21,4°C 19,7°C 19,9°C 20,3°C
Julho 19,1°C 19,3°C 20,6°C 19,6°C
Agosto 20,7°C 21,4°C 21,9°C 21,3°C
Setembro 23,6°C 24,4°C 25,1°C 24,3°C
Outubro 23,9°C 25,3°C 26,9°C 25,3°C
Novembro 23,9°C 24,0°C 25,2°C 24,3°C
Dezembro 23,7°C 23,2°C 24,4°C 23,7°C
Média anual 22,3°C 22,6°C 23,3°C 22,7°C

Gendelman et al. (2010) confirmam essa ideia, afirmando que, durante o periodo mais
frio do ano, a quantidade de foliculos recrutados e de o6citos recuperados sdo mais elevados.
Para estes autores, o0 estresse conduzido pelo periodo do ano na habilidade de evolucdo dos
odcitos oriundos de fémeas bovinas aparenta englobar distintos mecanismos.

Nota-se que os disturbios causados pelo estresse térmico no periodo quente em relagao
a evolucdo embrionaria tem ligacdo com a oscilacdo das estacOes. Esta oscilacdo influencia a
manifestacdo dos genes comprometidos com a maturidade dos o6citos e no crescimento
primario do embrido (GENDELMAN et al., 2010). Tempéries elevadas no aparelho
reprodutor das fémeas afetam negativamente a atividade dos foliculos, excrecdo de
horménios, os 06citos e a serventia dos embrides (PAULA-LOPES et al., 2012).

Macedo et al. (2014) ressaltam que, dentro das técnicas de propagacdo de genética,
guando a fémea doadora é exposta a uma perturbacdo térmica, ela tem predisposicdo de
aumentar a temperatura dos odcitos e elevar a morte de embrides, causando recuperacdes e
producdes inferiores. Nesta mesma linha de raciocinio, Pavani et al. (2016) expuseram em sua
publicacdo indicadores de que a exposi¢do da doadora a perturbacdo induz um indice de
clivagem atrasado. Além de causar uma reducdo clara da evolucdo embrionéria no decorrer da

estacdo quente do ano, quando comparada com a época de clima mais ameno.
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Rocha et al. (2012) explicam que em reacdo ao estresse térmico, se elevam as fases
respiratérias que, por ventura, podem causar uma reparticdo da corrente sanguinea para 0s
musculos participantes do processo de respiracdo. Segundo 0s autores, esse aumento da
corrente sanguinea afiliado ao sistema de regulacdo da temperatura corporal, diminui o
trafego de sangue para alguns locais, inclusive para o aparelho reprodutor, abrangendo com
iSS0, 0S OVArios.

Outra possibilidade, também relacionada ao estresse termico, foi pontuada por Ferreira
et al. (2016), que relataram uma relacdo entre o declinio da capacitacdo dos odcitos ao longo
do verdo com a reducdo do total de cdpias do DNA mitocondrial nesses oocitos. Segundo
este, existe descricdo dessa quantidade de DNA mitocondrial ser um provavel indicador de
o0citos viaveis.

Gendelman e Roth (2012) propoem que as consequéncias estacionais lesivas ocorridas
em fase de vesicula germinativa, tornem-se transferiveis para as proximas fases de evolucéo
do embrido. E que ainda, presumivelmente, danifique a capacidade de evolucdo oocitaria e a
propriedade dos blastocistos.

Ferreira et al. (2016) afirmam que os odcitos recuperados no verdo tendem a exibir
disturbio mitocondrial e tem maior probabilidade de passar por morte celular programada
(apoptose), explicando que este fato pode ter ligagdo com a capacidade mais baixa de
evolucdo oocitaria.

E relevante saber que, assim como a perturbacdo causada por altas temperaturas, a
tensdo provocada por manuseios errdneos e inadequados das fémeas também podem influir
sobre as propriedades dos o6citos, conforme foi lembrado por Sena et al. (2018).

Interessante ressaltar que, Penitente-Filho et al. (2014) ao utilizarem o modelo de
regressdo linear, apuraram que a avaliacdo para dimensdo do ovario e 0s o0citos de grau |
foram significativas, apesar de fracas. Isso indica que o tamanho dos ovéarios também pode
influenciar na melhor qualidade dos odcitos.

Os valores de correlagdes fenotipicas para as caracteristicas de odcitos totais, ndo
viaveis, viaveis, grau I, grau Il, grau Il e % de odcitos viaveis apos cultivo in vitro (CIV)
entre as racas Gir e Girolando s&o apresentados na tabela 4.

Os indices que mais se aproximaram de 1, expressaram maior forca de correlagcdo. Em
contrapartida, os valores mais aproximados de zero revelaram uma correlacdo mais fraca
(FIGUEIREDO FILHO e SILVA JUNIOR, 2009).
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Assim, foram consideradas baixas, as correlacbes com valores até 0,29. As que
tiveram resultado entre 0,30 e 0,69 foram classificadas como médias. CorrelacGes a partir de

0,70 foram tidas como altas.

Tabela 4. Correlagcbes fenotipicas para as caracteristicas odcitos totais, ndo viaveis, viaveis,
grau I, grau Il, grau Ill e % de odcitos viaveis apos cultivo in vitro (CIV) em doadoras das
racas Gir e Girolando

Recuperacdo Graul Graull Graulll N&o Totais Viaveis % ap0s
de oocitos viaveis Cclv

Grau Il 0,27

Grau 11l -0,02"° 0,25

N&o viaveis 0,09 0,21 0,33

Totais 0,40 0,74 0,63 0,52

Viaveis 0,41 0,78" 0,63 031" 096

% ap6s CIV 0,35 0,717 0,62" 043" 0927 092

*Significativo a 5% de probabilidade estatistica. "> N&o significativo.

A correlacdo entre os odcitos totais e os de grau | foi positiva, também classificada
como média, significando que: a medida que se seleciona animais para maior producdo de
odcitos, também estaremos aumentando a proporcao de odcitos grau |.

Sendo esse resultado semelhante ao exposto por Ramos et al. (2006), que utilizaram o
método de correlacdo de Pearson e também obtiveram valor médio (r = 0,60) para a
quantidade total de odcitos e 0 complexo cumulos-odcito grau I.

Ainda no que se refere ao nimero de oo6citos totais, houveram correlagOes
significativas médias também com os odcitos de grau Il e ndo vidveis. Somente a correlacdo
entre o numero de estruturas totais aspiradas e a quantidade de grau Il foi considerada alta (r =
0,74). Igualmente a este estudo, Ramos et al. (2006) que trabalharam com fémeas Gir,
obtiveram o maior resultado de correlacdo para a avaliacdo entre odcitos totais e o complexo
cumulus grau Il (r = 0,91).

Complementarmente, Merton et al. (2009) ao analisarem animais pertencentes a raca
holandesa, encontraram correlacdo fenotipica quase nula entre o nimero de complexo
cumulus-odcito e qualidade desse complexo, sugerindo que as boas propriedades do complexo
cumulus-odcito ndo tem ligacao significativa com a quantidade de estruturas aspiradas.

Assim como o total de odcitos, o nimero de estruturas viaveis e a % apos CIV
apresentaram valores de correlagdo positiva e média com grau I, grau Il e ndo viaveis, com
destaque para a correlagcdo destes com os de grau Il, que foi alta (r = 0,78 e r = 0,71

respectivamente). Resultado semelhante foi encontrado por Perez (2016), que obteve
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correlacdo fenotipica média (r = 0,64) entre a quantidade de odcitos vidveis e a quantidade de
grau |, para fémeas Guzera.

Ainda em analise realizada por Perez (2016), a selecdo de fémeas Guzerd pela
quantidade de estruturas viaveis que elas produzem aparece como interessante alternativa para
um possivel programa de avango génico, j& que essa caracteristica apresentou correlacéo
fenotipica alta com a quantidade de odcitos grau | e embrides viaveis.

Neste contexto, é valido ressaltar que um complexo cimulos-o6cito de caracteristicas
melhores ddo origem a um numero superior de embrides (MERTON et al., 2009). E também,
a quantidade de embrides gerados pela PIV estd fortemente relacionada a quantidade de
odcitos coletados e mandados para esse processo (WATANABE et al., 2017).

O sucesso na execucdo de um plano de selecdo depende, dentre outros fatores, do tipo
de correlacdo existente entre duas caracteristicas, de forma que estejamos cientes do retorno
de determinada aptiddo no momento em que faz-se a selecdo para outra (PACHECO, 2013).
Dessa forma, os resultados obtidos pela analise de correlacdo fenotipica nos propdem a
seguinte interpretacdo final: a selecdo de fémeas Gir e Girolando para utilizacdo em planos de
melhoramento genético deve levar em conta a quantidade de odcitos totais produzidos por
fémea. Sendo justificada pelo fato dessa aptiddo estar altamente correlacionada
fenotipicamente com outras caracteristicas importantes, como: odécitos grau Il (r = 0,74),
estruturas viaveis (r = 0,96) e % de viaveis apds o cultivo in vitro (r = 0,92).

Por fim, foi observado que a raca Girolando obteve maior quantidade de odcitos
recuperados, assim como maior quantidade de odcitos de melhor qualidade. Também foi
comprovada a influéncia do grau de sangue desses animais no resultado das aspiragdes. Os
odcitos totais e ndo viaveis apresentaram comportamento linear e crescente com o passar dos
anos. A analise de regressao quadratica foi significativa para os odcitos de grau Il e também
para 0s ndo viaveis, confirmaram a influéncia expressiva dos meses sobre a qualidade dos
odcitos aspirados. Os resultados da analise de correlacdo apontaram a caracteristica o0citos
totais fortemente correlacionada com odcitos grau Il, vidveis e com a % de viaveis apés a
CIV.
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CONCLUSAO
As fémeas Girolando apresentaram melhor desempenho para quantidade e qualidade
de odcitos recuperados. Observou-se também variacao entre os graus de sangue. Assim como

foram superiores também na proporc¢édo de odcitos vidveis apds o cultivo in vitro.
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