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INDICES DE RECUPERACAO DE OOCITOS E PRODUCAO
DE EMBRIOES POR FECUNDACAO IN VITRO NAS RACAS
GIR LEITEIRO, HOLANDES E GIROLANDO.

Gabriel Alberto Santos de PINHO?! Cleyber José da Trindade de FATIMA? Luisa Anastacia
Santos de OLIVEIRA?® Isabel Cristina FERREIRA*

Resumo:

O uso de biotecnologias aplicada a reproducdo animal como por exemplo a fertilizacdo in vitro de
embrides vem sendo utilizada cada vez mais, e dando enfoque a isso objetivou-se avaliar o efeito do
grupo genético de duas ragas leiteiras zebuina e taurina e o respectivo cruzamento entre elas. Avaliaram-
se entdo a média de produgdo total e viavel de o6citos, producdo de embrido por doadora e quantidade
de odcito para producao de cada embrido de 355 OPU no periodo de janeiro a dezembro do ano de 2018.
Os dados foram concedidos pela empresa ABS PECPLAN referente a 3 fazendas leiteiras do estado de
Minas Gerais. Para tanto foi realizado a coleta de odcitos através da puncdo folicular guiada por
ultrassom (ovum pick up- OPU) associada a fertilizag&o in vitro. Os dados foram avaliados por analise
de variéncia para avaliar o efeito da raca, e as médias foram compararadas pelo teste de tukey a 5% de
significancia. A quantidade média de o6citos por vaca foi maior no girolando %, que foi superior ao
Holandés em 2,46 vezes. Ja a raga Gir foi superior & Holandésa em 1,96 vezes. O nimero de embrides
foi seis vezes maior no Girolando Y2 e quatro vezes maior no Gir quando comparado ao Holandés. Dessa
maneira a raca Girolando obteve melhores indices para ambas as varidveis estudadas.
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OOCYTE RECOVERY AND EMBRYO PRODUCTION
INDEXES IN VITRO FECUNDATION IN DAIRY GIR,
HOLSTEIN AND GIROLANDO BREEDS.

Abstract:

The use of biotechnology applied to animal reproduction such as fertilization in vitro embryos
has been increasingly used, and focusing on this was aimed at evaluating the effect of the
genetic group of two zebu and taurine dairy breeds and their crossbreeding. The mean total and
viable oocyte production, donor embryo production, and oocyte quantity for each embryo
production were then evaluated at 355 OPU from January to December of 2018. The data were
provided by the company ABS PECPLAN for 3 dairy farms in the state of Minas Gerais. For
this purpose, oocyte collection was performed through ultrasound-guided follicular puncture
(ovum pick up-OPU) associated with in vitro fertilization. Data were evaluated by analysis of
variance to assess the effect of race, and means were compared by the Tukey test at 5%
significance. The average amount of oocytes per cow was higher in %2 girolando, which was
higher than the holstein by 2.46 times. The Gir breed was superior to the holstein breed by 1.96
times. The number of embryos was six times higher in Girolando %2 and four times higher in
Gir when compared to holstein. Thus the Girolando breed obtained better rates for both studied
variables.

Keywords: bos indicus. bos taurus. Breeding, Zebu, Taurus, Ovum pick up.



INTRODUCAO

A fémea bovina tem tido uma grande participacdo em progressos relacionados a
biotécnicas reprodutivas, mantendo ao longo dos anos um papel muito importante no
melhoramento genético do rebanho. O uso de biotécnicas da reprodugdo como inseminagao
artificial, fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrides tém sido utilizadas cada vez mais, e
com resultados satisfatorios, fazendo com que uma unica fémea bovina deixe um maior nimero
de descendentes no decorrer de sua vida reprodutiva (FIGUEIREDO et al., 2007 ; SCANAVEZ;
2013; GONCALVES et al, 2007). Duarte (2016) ressalta ainda que essas biotecnologias
utilizadas na reproducdo animal se torna indispensavel quando se pretende obter uma boa
eficiéncia do rebanho, mantendo claro um bom manejo sanitario e nutricional além de
melhoramento genético.

A coleta de odcitos atraves da puncdo folicular guiada por ultrassom (ovum pick up-
OPU) associada a fertilizacdo in vitro vem sendo utilizada cada dia mais, sendo que nos ultimos
10 anos 0 uso dessas tecnologias veio se expandindo gradualmente. Tais tecnologias tém sido
utilizadas como ferramentas de grande efeito no melhoramento genético, pois além de diminuir
o intervalo entre geracfes e consequentemente diminuir o tempo de melhoramento genético,
permite que uma matriz de elevado padrdo genético produza um maior nimero de crias em um
menor espaco de tempo. Sendo entdo essa técnica de grande importancia para se maximizar o
potencial reprodutivo do rebanho brasileiro (VARAGO et al.,2008 ; VIANA et al., 2008). Um
beneficio da aspiracdo folicular € a ndo utilizacdo de hormdnios para recuperacdo dos o6citos
(BUENO e BELTRAN., 2008). De acordo com Palhano (2008), uma doadora que
fisiologicamente iria obter um bezerro ao ano, com a técnica da fertilizacdo in vitro (FIV), é
possivel que a mesma possa produzir cerca de 50 gestagdes.

O uso dessas técnicas além de diminuir o tempo de melhoramento genético, corrobora
para uma rapida progressao de material genético superior, seja do macho na IA, ou da fémea na
FIV, ambas com finalidade tanto para leite quanto para corte (BARUSELLI, 2007).

O Brasil é responsavel por pelo menos 50% da producéo de embrides in vitro de todo o
mundo, e animais de origem zebuinas s&o as mais utilizadas nesse processo, devido ao maior
numero de foliculos presentes no ovario quando comparada as taurinas (NEVES, et al., 2010).
No Brasil é crescente o interesse em ragas zebuinas como a raga Gir, devido a sua boa,
capacidade de adaptacdo e rusticidade mesmo em condicGes de estresse promovido por
temperaturas elevadas (PONTES, et al.,2010), e a raca holandesa devia a sua boa selecéo para

altas producéo de leite, (ABCG., 2019). O cruzamento advindo entre bostaurus taurus x bos



taurus indicus, tem resultados bastante satisfatorios, pois tém boa capacidade de se adaptarem
a manejo tecnoldgico de baixo ou alto nivel (Ruas et al., 2010; Alves, 2008). Esse cruzamento
tem sido bastante utilizado em areas de clima tropical, devido a sua boa adaptabilidade, aumento
na producao de leite e uma boa eficiéncia reprodutiva (MARINHO, et al., 2015).

Alguns fatores tem influéncia direta na taxa de recuperagdo de odcitos, e um dos
principais fatores € o manejo nutricional, que pode afetar diretamente a qualidade odcitaria
junto com a conversdo embriondria. 1sso ocorre pois animais que consomem um alto teor de
matéria seca, podem apresentar uma sobrecarga do figado aumentando o fluxo sanguineo
hepético e diminuindo diretamente a taxa de homénios esteroides como a progesterona e 0
estradiol, pois ambos sdo metabolizados no figado, isso ir& ocorrer principalmente em animais
com alta producéo de leite ( TORRES et al., 2015; MELLO et al., 2017).

Baruselli et al (2007), explicam que para se implantar um programa de biotécnicas
reprodutivas faz-se necessario o entendimento de particularidades da fisiologia reprodutiva de
fémeas taurinas e zebuinas. Uma diferenca observada nessas duas racas € na questdo da
foliculogénese, pois Silva;Santos et al., (2011) relataram que fémeas de origem taurina possuem
uma menor quantidade de onda folicular, uma menor popula¢éo de foliculos por onda e poucos
foliculos antrais quando comparado a fémeas zebuinas, porém os foliculos dominantes, corpo
luteo e o estro sdo maiores em fémeas taurinas do que zebuinas.

Outra caracteristica é o diametro do corpo lateo (CL), fémeas taurinas tem CL maior
que zebuinas. O CL de fémeas Bos indicus variam de 17 a 21 mm de diametro (RHODES et
al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997) enquanto que de fémeas Bos taurus variam de 20 a 30 mm
de didametro (GINTHER et al., 1989; KASTELIC et al., 1990).

O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do grupo genético avaliando os indices de
producdo de odcitos totais e viaveis correlacionando com a quantidade de embrido produzida na
fertilizacdo in vitro, fazendo um comparativo entre as racas Holandesa, Gir leiteiro e Girolando

Y sangue.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho toma por base, dados concedidos pela empresa ABS PECPLAN
relativos a FIV realizadas entre os meses de janeiro a dezembro do ano de 2018, de trés fazendas
leiteiras situadas no estado de Minas Gerais. Foram realizadas um total de 355 OPU, utilizando

doadoras da raca Gir leiteiro, Holandesa e Girolando %2 sangue (50% Holandés e 50% Gir).



De acordo com a técnica de OPU descrita por Mainardes (2010), foi feito a tricotomia
naregido sacro coccigea, anestesia epidural baixa comanestésico local (Lidocaina 2% - BLOC®
J.A SAUDE ANIMAL), aproximadamente 5 ml, higienizacao da regido do perineo do animal
com agua corrente e sabédo, sendo devidamente enxaguada e desinfetadas com alcool etilico 70%.

O procedimento de aspiracdo folicular foi realizado introduzindo a guia de aspiracao
(WATANABE TECNOLOGIA APLICADA®, SAO PAULO, BRASIL) acoplado a ultrassom
modo B (DP-VET2200 PLUS, MINDRAY®, SHENZHEN, CHINA) navagina do animal até o
férnix vaginal, com a méo adentrado ao reto do animal, localizava-se os ovarios, posicionava-se
0 ovéario em frente a guia de aspiracdo e com o auxilio do ultrassom posiciona-se o foliculo a
ser aspirado na saida da agulha de aspiracdo (CATETER INTRAVENOSO 18g SOLIDOR®
adaptado). A agulha de aspiracdo é conectada a uma bomba a vacuo (BV-003D,WATANABE
TECNOLOGIA APLICADA®, SAO PAULO, BRASIL) com uma pressdo a vacuo ajustada
em 72 a 78 mmHg, desta maneira a agulha entra no interior do foliculo e aspira todo o contéudo.
Ao terminar a aspiragdo de todos os foliculos de ambos os ovérios, o contetdo fica armazendo
em um tubo Falcon de 50 ml (KASVI®) com PBS, acrescido de 5,0 Ul/ml de Heparina e 50
mg/ml de Gentamicina. Em seguida, esse conteido vai para o selecionador de odcitos, para

filtrar e fazer rastreamento de odcitos e entdo classifica- los.

Os odcitos aspirados sdo classificados levando em consideracdo a qualidade de
citoplasma e células de cumullus oophilus, e separados em viaveis, ndo viaveis. A classificacdo

segue alguns parametros.

Grau 1: Citoplasma integro e bem preenchido, zona pelicida integra e grande

quantidade de células de cumulus.

Grau 2: Citoplasma integro e preenchido, zona pellcida integra e mediana quantidade

de células de cumulus.

Grau 3: Citoplasma integro, zona pllcida integra e baixa quantidade de células de

cumulus.
Desnudo: Citoplasma pefeito, zona pellcida integra e auséncia de celulas de cumulus.

Citoplasma irregular: Citoplasma irregular, zona pelucida integra e pode apresentar alta,

mediana ou baixa quantidade de células de cumulus.

Apos a classificagdo sdo armazenados em criotubos com meio de maturagdo com 5%
de CO?, 5% de O? e 90% de N2 e com 6leo mineral por cima para prevenir mudancas de pH,

temperatura e contato do meio com o ar (STRINGFELLOW et al., 1998), e colocados a uma



transportadora de odcitos a uma temperatura de 38°C. Em seguida sdo transportados ao
laborat6rio, onde passam por processo de maturacdo, fertilizacdo e cultivo.

Quanto a analise estatistica foi realizado a transformacéo logaritmica das variaveis para
atender normalidade dos dados.

Foi realizada analise de variancia para verificar o efeito da raca das vacas doadoras nas
variaveis: nimero médio de odcitos por vaca, nimero médio de odcitos viaveis por vaca,
numero médio de embrides por vaca e a relacdo oocitos/embrides por vaca. As medias foram
comparadas pelo teste de Tukey e a probabilidade considerada significativa foi menor que 5%,
utilizando o programa STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM 2012.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em comparacao com a quantidade média de o0citos por vaca como mostra na (tabelal)
obteve-se um melhor resultado na raca Girolando Y2, que foi superior ao Holandés em 2,46
vezes, a raga Gir foi superior ao Holandés em 1,96 vezes . De acordo com Bo et al (2003) esse
aumento de niamero de foliculos no zebuino pode estar relacionado com o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), pois ha algumas evidéncias em que ela se difere nos grupos
genéticos, e devido a isso fémeas Bos indicus produzem um maior namero de foliculos devido
a elevada concentracdo de IGF-1, mesmo com presenca de baixos niveis de horménio foliculo
estimulante (FSH). Silva Santos et al (2011), relatam também que em uma OPU o ndmero de
odcitos recuperados em fémeas zebuinas pode ser de 25% a 50% maior quando comparados a
fémeas européias, jaem um estudo realizado por Pontes et al, (2011), demonstrou que a taxa de

recuperacdo em cada sessdo de OPU na raca holandesa foi de 4,1 odcitos.

Tabela 1. Recuperacdo média por OPU de o04citos totais nos diferentes grupos genéticos.

Racas das doadoras Média odcitos total por OPU
Gir 32,8+1,21°
Girolando1/2 41,06+1,20?
Holandés 16,68+0,52°

As letras minusculas diferentes na coluna diferem pelo teste t a 5% de probabilidade. Valor de p<0.0001.
Fonte: Do Autor, 2019.

Neste estudo, nos animais da raga Girolando foi encontrada uma média de 41,06 o6citos

por cada sessdo de OPU (6522 o0citos, 159 sessdes de OPU) estes resultados foram superiores
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aos de Pontes et al, (2010), que recuperou 22,44 o0citos por sessdo de OPU em animais de raca
Girolando (492 sessdes de OPU, 12492 o06citos). Isso pode ter ocorrido pelo atual trabalho
possuir 50% de grau sanguineo de zebuinos, enquanto no trabalho de Pontes et al (2010) os
animais tinham maior grau de sangue taurino, ¥ Gir x ¥z holandés e % holandése % Gir, outra
questdo pode estar relacionada com 0 manejo dos animais, pois animais provenientes de ragas
européia ndo estdo adaptados com o clima do Brasil, e isso pode ter efeito direto na fisiologia
reprodutiva, afetando juntamente a quantidade de odcitos.

Carvalho et. al (2007), demonstraram que fémeas zebuinas recrutaram 33,4 * 3,2
foliculos, enquanto fémeas taurinas recrutaram apenas 25,4 + 2,5 foliculos. Boni et. al em
(1997), afirmaram que essa caracteristica de numero de foliculos recrutados por onda de
crescimento folicular, possui alta taxa de repetibilidade, durante toda a vida da fémea, e que
isso tem influéncia direto quando se usa da técnica de transferéncia de embrido e de OPU-FIV,
mostrando que nessa particularidade a fémea zebuina tem vantagem sobre a taurina. Viana et.
al (2004), relatam que vacas que séo aspiradas com menor frequéncia, tem uma uma melhor
eficiéncia na taxa de recuperacdo de oocitos, devido ao fato do ovario ter um maior tempo para

Se recuperar.

A recuperacdo média de od6citos vidveis por doadora, segue representada abaixo na

tabela 2. Os valores mantiveram a mesma logica da recuperacao média de odcitos entre as racas.

Tabela 2. Recuperacdo média de odcitos viaveis por doadora, nos diferentes grupos

genéticos.
Racas das doadoras Média de odcitos viaveis por doadora
Gir 28,8+1,0°
Girolando1/2 35,8+1,07
Holandés 14,6+0,5°

As letras mindsculas diferentes na coluna diferem pelo teste t a 5% de probabilidade. Valor de p<0.0001.
Fonte: Do Autor, 2019.

Pontes et al (2010), corroboram que fémeas Girolando %2 quando comparadas a fémeas
Gir leiteiro, recrutam um maior numero de o6citos devido a heterose provindo do cruzamento
das duas ragas, 0 que condiz com a (tabela 1 e 2). Silva et al (2015) explicam que h& uma
diferenga na quantidade e qualidade ao nimero de complexos cumulus oophorus (CCOs) de
zebuinos e taurinos. Em um estudo feito por Borges et al (1998) relatam que fémeas bos taurus

taurus quando submetidas a alta temperatura e umidades tem uma baixa recuperacao de 06citos
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e diminuem a capacidade de desenvolvimento, o que condiz com as condig¢des climaticas do
atual estudo (tabela 1 e 2). Os dados acerca da produgdo média de embrides e taxa de conversdo

de odcitos para producdo de embrido seguem na tabela 3.

Tabela 3. Taxa média de conversdo de oocitos vidvel por producdo de embrido e taxa

média de embrido por doadora nos diferentes grupos genéticos.

Ragcas das Meédia de conversdo de odcitos Média de embrido
doadoras para producéo de embrido por doadora
Gir 6,08+0,76" 7,44+0,48°
Girolando1/2 3,69+0,14° 10,940,447
Holandés 13,60+1,322 1,76+0,12°

As letras minGsculas diferentes na coluna diferem pelo teste t a 5% de probabilidade. Valor de p<0.0001.
Fonte: Do Autor, 2019.

O namero de embrides foi seis vezes maior no Girolando ¥ e quatro vezes maior no Gir
guando comparado ao Holandés (Tabela 3). Verifica-se também, indices médios de producéo
de embri&o por doadora de 7,44+0,48b para raca Gir e 10,9+0,44 para Girolando %2 sangue tendo
um valor de diferenca estatistica (p<,0001), contra dizendo um estudo feito por Miquelanti et al
(2018), que ndo obteveram diferencas estatisticas quando comparando as racas Gir 5,1+4,1 e
Girolando Y2 6,6£7.0 na producdo de embrido por doadora. Pode ter contribuido para tal
resultado, o fato de que ha uma maior quantidade de CCOs recuperados em animais zebuinos
fazendo entdo com que haja uma maior producdo de embrido no final da FIV, dados relatados
por Satrapa et al (2013) e Silva et al (2015).

Dominguez (1995), relata que animais de origem taurina possuem uma maior quantidade
de foliculos grandes (= 10 mm) e relatou que quanto maior o foliculo pior a qualidade do odcito.
Isso tem influéncia direta na conversdo de od6cito/embrido, como encontrado na tabela 3, pois
oocitos de qualidade inferior tem baixa capacidade de fecundacdo, o que explica a baixa
conversdo das fémeas holandesas. Saacke et. al (1994), confirmam ainda que o fator touro se
faz de grande importéncia na capacidade de fertilizacao, tendo influéncia direta na producéo de
embrido produzida. Silva et. al (2015) relataram que o0 uso do cruzamento entre doadora

Holandesa e touro Gir se torna mais eficiente na fiv para producdo de mesticos F1.

Outro fator que corrobora para tal resultado € o que afirmam Webb et al (2004), que a
qualidade do odcito esta inteiramente relacionanda ao ambiente em que ele se encontra. Ainda

nesse aspecto climatico, Hansen (2002), ressalta também que, um aumento na temperatura
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corporal ocasionada por estresse térmico tem efeito direto e com consequéncias direta na fungéo
celular comprometendo também a qualidade do odcito pois diminui a quantidade de odcitos
viaveis e afeta a producdo de embrido. Outro efeito da temperatura corporal foi encontrado em
um estudo feito por Rosenberg et al (1977) explicam que vacas quando passam por estresse
caldrico, tendem a ter um aumento na temperatura corporal podendo matar o embri&o.

A literatura descreve que animais de origem européia nao séo tao resistentes ao clima
brasileiro quanto animais de origem zebuina. Sendo esse um dos fatores que pode influenciar na
qualidade do odcito, pois animais taurinos além de recrutarem uma quantidade menor de
foliculos, recrutam uma qualidade odcitaria baixa, o que tem influéncia na producéo de embrido
(tabela 3) e na quantidade final. Um estudo conduzido por Mello et al, (2017), falam que fatores
como, genotipo da doadora, nutri¢do, idade, sanidade, sazonalidade, categoria e estagio do ciclo
estral, pode influenciar na conversao do embrido e na taxa de recuperacdo de odcitos, Torres et
al., (2015), reforcam que a nutricdo tem forte influéncia no desenvolvimento odcitario e
conversdo embrionaria, pois afeta a fisiologia e 0 metabolismo, tanto com excesso ou falta de
nutricdo, e isso tem um impacto maior em vacas de alta producdo leiteiras, como sdo o caso das

holandesas.

CONCLUSAO

Conclui-se que animais de origem zebuina produziram mais o6citos do que animais de
origem taurina, e que o respectivo cruzamento entre as racas faz com que tenha-se um grau de
heterose maior, obtendo entdo melhores resultados, tanto na quantidade de odcito quanto na

conversao de embrido.
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