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RESUMO

Objetivou-se avaliar a qualidade dos odcitos recuperados de fémeas doadoras e a
sobrevivéncia dos embrides produzidos in vitro, inovulados em fémeas receptoras
durante o periodo de verdo e inverno e a qualidade dos corpos lGteo produzidos pelas
fémeas receptoras nesses dois periodos do ano. Os dados bioclimaticos demonstraram
consisténcia entre as estagdes de verdo e inverno com valores de umidade relativa do ar
para o verdo de 82,52+7,03% e para o inverno de 81,06+10,18% (P>0,05); temperatura
maxima de 33,07+1,84 e 27,76+2,16°C (P<0,05), para 0 verdo e 0 inverno,
respectivamente e temperatura minima de 20,57+1,60 e de 18,02+1,58°C (P<0,05), para
0 verdo e o inverno, respectivamente. Mesmo o periodo de verdo tendo apresentado
valores de temperatura maxima acima dos limites para conforto térmico, ndo houve
diferenga no numero de odcitos totais coletados (21,40+£10,91 e 22,26+13,22, para verao
e inverno, respectivamente), nimero de odcitos viaveis (11,26+6,94 e 13,40+£10,08, para
verdo e inverno, respectivamente) e de embrides (4,07+3,23 e 3,80£3,26, para verdo e
inverno, respectivamente) produzidos entre os dois grupos (P>0,05). N&o houve
diferenca para estddio de desenvolvimento embrionério entre a estagdo de verdo e
inverno (P>0,05), sendo mais observado nas duas estacdes o estaddio de blastocisto
expandido (84,40% e 84,09%, respectivamente para verdo e inverno), assim como
também ndo houve diferenca na taxa de gestacdo entre os grupos (55,25% e 56,89%,
para verdo e inverno, respectivamente) (P>0,05). Houve diferenca com relacdo a
qualidade do corpo luteo entre os grupos (P<0,05), com maior nimero de CL de Grau 1
produzidos no verdo (41,01% e 28,97% para 0 verao e inverno, respectivamente). O
processo de producdo in vitro de embrides de bovinos da raga gir leiteiro pode ser
realizado em ambas as estacdes sem que haja diferenca nos resultados, na regido do

Recbncavo da Bahia e com temperatura ambiente maxima de até 33, 07°C.
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ABSTRACT

This study aimed to assess the quality of oocytes recovered from donor females and
survival of embryos produced in vitro inovulated on recipient females during the
summer and winter and the quality of bodiesluteum produced by female recipients in
these two seasons. The bioclimatic data demonstrated consistency between the summer
and winter with the relative humidity values for the summer of 82.52 + 7.03 % and for
winter 81.06 £+ 10.18 % (P > 0.05); maximum temperature of 33.07 + 1.84 and 27.76 +
2.16 degrees C (P <0.05) for the summer and winter, respectively, and minimum
temperature of 20.57 + 1.60 and 18, 02 + 1.58 ° C (P < 0.05) , for summer and winter,
respectively. Even the summer period presenting values being above the maximum
temperature limits for thermal comfort , there was no difference in the total number of
oocytes collected (21.40 = 10.91 and 22.26 + 13.22 , for summer and winter,
respectively) , number of viable oocytes (11.26 + 6.94 and 13.40 + 10.08 , for summer
and winter, respectively) and embryos (4.07 = 3.23 and 3.80 £ 3.26 , summer and winter
, respectively) produced between the two groups (P> 0.05). There was no difference in
stage of embrionary development between the summer season and winter (P > 0.05) and
was observed in both seasons the expanded blastocyst stage (84.40 % and 84.09 %,
respectively for summer and winter), and there was no difference in pregnancy rates
between groups (55.25% and 56.89% , for summer and winter, respectively) (P > 0.05) .
Was no difference in the quality of the corpus luteum between groups (P < 0.05), with
the largest number of CL Grade 1 produced in summer (41.01% and 28.97% for
summer and winter, respectively). The process of in vitro production of bovine embryos
of the Gir breed dairy can be performed in both seasons without any difference in
results in the Reconcavo region of Bahia and maximum ambient temperature of up to

33,07°C.
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INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIV) expandiu-se nas diferentes espécies
pouco tempo depois do nascimento de Louise Brown, em 1978, na Inglaterra, o
primeiro bebé produzido in vitro no mundo (STEPTOE e EDWARDS, 1978). Apds
esse fato, em 1982, nasceu o primeiro bezerro bovino produzido por fecundagéo in vitro

nos Estados Unidos (BRACKETT et al., 1982).

A PIV é uma biotecnologia utilizada comercialmente na espécie bovina, com o
objetivo de obter em um tempo curto, um maior nimero de embribes e nascimentos de
uma unica fémea doadora, produzindo mais rapidamente animais geneticamente
superiores (TERVIT, 1996; GOODHAND et al., 1999; MALARD et al., 1999;

TANEJA et al., 2000).

Os programas de PIV estabelecem um acelerado crescimento genético por meio
da multiplicacdo de animais com genética diferenciada. Porém, como qualquer outra
biotecnologia aplicada aos animais, apresenta vantagens e algumas restricdes na sua
utilizacdo. Além dos aspectos inerentes ao embrido, & doadora e ao ambiente, as
variaveis relacionadas a receptora sdo de decisiva importancia na taxa de gestacao

(ALVES et al., 2008).

Um fator preponderante em regifes tropicais € o estresse térmico, que pode
afetar o sistema reprodutivo da fémea, tendo uma redugdo do desempenho reprodutivo
do animal. Durante a fase de crescimento folicular, o estresse térmico pode afetar o
oocito, tanto pelo efeito direto, com elevacao de temperatura sobre o gameta, quanto por
mudancgas nas funcBes foliculares, que podem diminuir a qualidade do odcito

(FERREIRA et al., 2010).
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Outra funcdo susceptivel é a concentracdo sanguinea de progesterona, que reflete
0 crescimento, a manutencéo e a regresséo luteal (SPANO e SILVA, 1992). Desse fato,
decorre a necessidade de se avaliar tamanho e qualidade do corpo luteo, pois ele €
responsavel pela producdo de progesterona, que vai controlar o ambiente uterino,
essencial ao desenvolvimento embrionério e a manutencdo da prenhez (THATCHER et

al., 2001)a.

Desta forma, objetivou-se avaliar a qualidade dos odcitos recuperados de fémeas
doadoras, a qualidade dos corpos liteo produzidos e a sobrevivéncia dos embrides
produzidos in vitro inovulados em fémeas receptoras durante o periodo de verdo e

inverno.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Historico e uso da producdo in vitro de embries no Brasil

A producéo in vitro de embrides (PIV) expandiu-se nas diferentes espécies
animais pouco tempo apos o nascimento de Louise Brown, em 1978, na Inglaterra, o
primeiro “bebé de proveta” do mundo (STEPTOE e EDWARDS, 1978). Em 1982,
nasceu o primeiro bezerro bovino produzido in vitro nos Estados Unidos, o que so foi
possivel gracas as pesquisas iniciais desenvolvidas em animais de laboratério

(BRACKETT et al., 1982).

A produgéo e transferéncia de embrides no Brasil vém crescendo, consolidando
0 pais como referéncia no emprego de biotecnologias da reprodugdo, principalmente
com a técnica de PIV, onde o Brasil é responsavel pela producdo de 66,6% dos

embrides produzidos in vitro do mundo (VIANA, 2009).

A PIV apresenta um grande potencial de acelerar o melhoramento genético,
assim como também, € uma importante ferramenta de pesquisa para embriologia
animal. Trata-se de uma técnica extremamente versatil, podendo ser aplicada em
doadoras de diversas idades nédo interferindo no estado fisiolégico da doadora, j& que

ndo ha nenhuma estimulagdo hormonal como pré-requisito (GALLI et al., 2003).

O uso da PIV em bovinos além de estar relacionado a compreensdo dos eventos
bioldgicos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario inicial, a PIV tem sido

utilizada como alternativa em alguns casos ou em complementacdo a TE, com o uso de
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odcitos imaturos recuperados de ovarios de doadoras de varias idades e estado

fisiologico-reprodutivo distintos (YOUNG et al., 1998).

Inicialmente a tecnologia de embrido foi utilizada no Brasil em racas taurinas
leiteiras, atualmente as racas zebuinas dominam o mercado nacional de embrides,

correspondendo a cerca de 92,4% do total (VIANA et al., 2010).

Segundo Serapido (2007), a PIV pode aumentar o ganho genético num rebanho
em cerca de 10%, se aplicada apropriadamente, pois tem a possibilidade de cruzamentos
fatoriais, diminuindo a taxa de consanguinidade, bem como pelo uso de fémeas pré-
puUberes, além de possibilitar uma grande producdo de animais mesticos, mantendo

rebanhos com grau de sangue desejado.

A técnica permite o estudo de processos de maturacdo oocitéria, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario no estagio antes da implantacdo embrionéria, além de
proporcionar o desenvolvimento de técnicas como clonagem e transferéncia de genes
(STROUD e MYERS, 1993; LOONEY et al., 1994; HASLER, 1996; HANZEN e

GOFFIN, 1998).

A aspiracdo de odcitos imaturos diretamente dos foliculos ovarianos, associada a
maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro destes embribes, permitem que sejam
produzidas, em média, 36 bezerros por ano oriundos de uma Unica fémea doadora
(RUMPF et al., 2000). Segundo Bousquet et al. (1999), a PIV permite que seja

produzida até uma gestacdo por semana por doadora.

A PIV tem diversas vantagens e aplicacbes sendo estas: possibilita a
determinacéo e controle do sexo dos produtos; aumento da eficiéncia dos programas
nucleos de producdo; rapidas e melhores possibilidades para executar programas de

cruzamento; estimacéo do efeito materno sobre a descendéncia; rapida multiplicacao de
13



racas; facilidade de importacdo e exportacdo de material genético da fémea; formagao
de bancos de gametas congelados; aumento da eficiéncia do sémen congelado de alto
valor genético além do estudo e desenvolvimento de outras biotécnias reprodutivas a

partir da micromanipulacdo de gametas e embrides (GONCALVES et al., 2002).

2.2. Técnica de PIV de embrides

Em 1988 foi descrita pela primeira vez a técnica de puncdo folicular para a
coleta de o6citos bovinos, por via transvaginal, guiada por ultrassonografia (PIETERSE
e KAPPEN, 1988), para a PIV de embrides, sendo a tecnica mais utilizada

(RODRIGUES, 2000).

A aspiracdo folicular, em geral, ndo causa danos ao sistema reprodutor feminino,
embora ja foi relatado em alguns casos a presenca de tecido conjuntivo no parénguima
ovariano de vacas doadoras que foram submetidas ao processo de coleta a cada quinze
dias (RODRIGUES e GARCIA, 2000). E importante realizar a higienizacdo prévia da
vulva da doadora e anestesia epidural, para evitar traumas ao animal e movimentos

peristélticos durante a manipulacdo (LEIVAS, 2006).

A obtencdo dos odcitos é realizada com a introducdo de um dispositivo de
pungdo com uma guia transvaginal acoplada a uma bomba de vicuo. Por meio do uso
do aparelho de ultrassom é possivel visualizar os foliculos, agulha que aspira 0 o6cito
para um tubo falcon protegido da luz. Em seguida os odcitos sdo selecionados,

classificados e transportados ao laboratdrio de PIV (GARCIA et al., 2004).
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No interior do foliculo, o odcito esta envolto por células da granulosa, formando
0 complexo cumulus odcitos (CCOs) (RENESTO e COELHO, 2004). O odcito produz
substancias reguladoras com funcdo importante na atividade das células do cumulus e,
da mesma maneira, componentes dessas células somaticas tem participacdo ativa no

mecanismo de crescimento e maturagdo dos odcitos (GONCALVES et al., 2007).

Diferente da transferéncia de embrides, a aspiragdo folicular é considerada uma
técnica que apresenta maior flexibilidade, uma vez que se pode obter odcitos de fémeas
a partir dos 6 meses de idade e vacas prenhes até o terceiro més de gestacdo entre 2 a 3

semanas apos o parto (GALLI et al., 1996).

Para se obter sucesso na técnica de OPU e PIV depende da populacéo folicular
em fase antral (BONI et al., 1997), disponibilidade de uma populagdo uniforme e

competente de odcitos imaturos & serem utilizados na MIV (DODE, 2006).

O transporte dos odcitos é feito em meio de maturacdo que pode ser composto
por meio TCM 199 bicarbonato, suplementado com soro fetal bovino (SFB),
gonadotrofina coriénica humana (hCG), horménio foliculo estimulante (FSH), estradiol,
piruvato, amicacina a 36 °C, utilizando um transportador de odcitos (RENESTO e

COELHO, 2004).

Apobs a obtencdo dos odcitos aspirados do interior dos foliculos ovarianos, 0s
mesmos ainda ndo se encontram aptos a serem fecundados, sendo necessario uma série
de transformacbes do nucleo e do citoplasma, que consiste na maturacdo oocitaria

(GALLI et al., 2003).

Segundo Renesto e Coelho (2004), a maturacdo do o06cito envolve

transformacdes nucleares e citoplamasticas, estando relacionada a uma série de
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mudancas estruturais e bioquimicas que tornam o odcito apto para ser fecundado e se

desenvolver subsequentemente.

Os eventos moleculares relacionados & maturagdo citoplasmatica ainda ndo sao
totalmente conhecidos, mas acredita-se que proteinas sdo estocados em uma forma
estavel durante este periodo e tém uma importante funcdo durante o desenvolvimento
embrionario precoce, quando o genoma do embrido permanece quiescente

(MERMILLOD et al., 2000).

Além da maturagdo nuclear e citoplasmaética, foi constatado que as células
foliculares, ou seja, as células da granulosa ¢ do “cumulus oophorus” tém um papel
importante durante a aquisicdo da competéncia oocitdria na maturacdo in vitro
(STAIGMILLER e MOOR, 1984). Odcitos com massa de células do cumulus clara e
expandida apresentavam maiores taxas de clivagem ap6s a fecundagdo in vitro
comparados aqueles sem células do cumulus ou elas compactadas (SIRARD e

LAMBERT, 1985; 1986; HYTTEL et al., 1986).

S80 necessarias de 18 a 22 horas para que ocorra a maturacdo nuclear em
bovinos, passando do estadio de dipl6éteno da profase | da primeira divisdo meidtica
para o estadio de metéafase 1l (THOMPSON et al., 2000). Segundo Antoniolli (2005), o

meio de maturacdo deve ter caracteristicas similares a composicao do fluido folicular.

A maturacdo inadequada, seja do nucleo ou do citoplasma, inviabiliza a
fecundacéo e aumenta a ocorréncia de polispermia, de partenogénese e de bloqueio do

desenvolvimento embrionario (MINGOTI, 2005).

Na etapa de FIV, os espermatozoides usados sdo provenientes de palheta de
sémen congelados, o0 meétodo de separacdo espermatica mais comum € o gradiente de

Percoll (GALLI e LAZZARI, 1996). O percoll é composto por particulas de silica
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coloidal coberto com polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentragdes para
formar um gradiente descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e 30%) para separacao
espermatica (GONCALVES et al., 2002). Esta fase depende da qualidade dos odcitos e

da qualidade dos espermatozdides utilizados (CARVALHO NETO, 2009).

O meio utilizado na FIV deve ser capaz de propiciar ao odcito secundario e ao
espermatozdide, condicBes ideais para que a penetragdo ocorra da forma mais répida

possivel (GORDON, 1994).

O ambiente nessa etapa deve permitir o metabolismo dos od6citos e células do
cumulus e manter a funcdo espermatica eficiente para essa finalidade, sendo 0 meio
mais utilizado o FERT-TALP (ou TALP-FIV), contendo heparina para capacitacao

espermatica (RENESTO e COELHO, 2004).

O tempo de co-incubacdo dos o06citos e espermatozoides pode variar de 6 a 24
horas, de acordo com os protocolos utilizados pelos laboratérios (GARCIA et al., 2005;
MINGOTI, 2005). A fecundacdo in vitro é um processo dependente de temperatura
(LENZ et al., 1983), sendo que os melhores resultados séo obtidos quando o processo
ocorre em temperatura de 39°C, com atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada

(GORDON, 1994; GONSALVES et al., 2002; MINGOT], 2005).

Apb6s o término do tempo de fecundacdo in vitro, os provaveis zigotos sdo
lavados e transferidos para micro gotas de meio de cultivo que é baseado nos fluidos do
utero e do oviduto durante o inicio da gestacdo (ANTONIOLLI, 2005). A maioria dos
laboratdrios tem utilizado o cultivo de embrides em meios semi-definidos com pouco ou
nenhum soro e baixa tensdo de oxigénio (5% de O, em comparagdo aos 20%

encontrados no ar atmosférico),sem co-cultivo em células somaticas (MINGOTI, 2005).
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O cultivo pode se estender até o 7° dia apo6s a fecundacdo in vitro, quando é
realizada a selecéo e a avaliacdo dos embrifes para a transferéncia ou criopreservacao.
Para avaliacdo da taxa de eclosdo ou da qualidade embrionéria, principalmente pela
determinacdo do numero e viabilidade de blastémeros, o cultivo in vitro pode se
estender até o 8° ou 9° dia apds a fecundagdo in vitro (GONSALVES et al., 2002;

MINGOTI, 2005).

A proporcdo de embrides que atingem o estdgio de blastocisto é, raramente,
superior a 40 % (NEVES et al, 2010), sendo que comercialmente a taxa de blastocisto
varia, entre 25 e 35 %. Segundo GALLI (2003) o cultivo in vitro é o principal passo a
determinar a eficiéncia do sistema e que muito deve ser feito para melhoria dos
resultados. Odcitos de boa qualidade, com boas caracteristicas morfoldgicas e de
desenvolvimento, sdo o primeiro requisito para o sucesso da produgdo in vitro de

embrides (PIVE) (SENEDA et al., 2001).

O tamanho do foliculo de origem, a extensdo e integridade das células do
cumulus influenciam a competéncia oocitaria (FAIR et al., 1995). Foliculos maiores
(6mm) contém o6citos com maior potencial para tornarem-se blastocisto, enquanto

foliculos pequenos (<3mm) contém od6citos incompetentes (PAVLOK et al., 1992).

Animais das racas zebuinas apresentam maiores taxas de recuperacdo de odcitos
e, em consequéncia, menor quantidade de embrides produzidos in vitro (FABER et al.,
2003). Segundo Al-Katanani et al. (2002), um fator que limita a execucao da técnica é o
estresse térmico, que parece estar associado a queda nas taxas de fecundagéo in vivo e 0
aumento nas perdas embrionarias. O estado reprodutivo e nutricional das receptoras
também interfere nos resultados, podendo entdo a taxa de gestacdo dos embrides

produzidos in vitro ser bastante variaveis.
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Deve-se avaliar o tamanho e qualidade do corpo lateo, pois ele é o responsavel
pela producdo de progesterona, que vai controlar o ambiente uterino, essencial ao
desenvolvimento embrionério e & manutencdo da prenhez (THATCHER et al., 2001).
Segundo Spano e Silva (1992) a concentragdo de progesterona reflete o crescimento,

manuteng&o e a regresséo luteal.

2.3.  PIV de embrides e fatores ambientais

A maior parte do territério brasileiro esta situada na regido dos trdpicos, e
devido a elevada temperatura e umidade relativa do ar presentes nesses locais ocorre
alteragBes nos parametros fisiologicos e comportamentais dos animais, caracterizando o
estresse térmico. Esse por sua vez, causa alto impacto nos indices produtivos e
reprodutivos dos animais que venham a estar exposto, gerando grandes perdas

econdmicas (CRUZ et al., 2011).

O clima é um dos fatores que mais afetam o bem estar animal, onde a eficiéncia
produtiva e reprodutiva de qualquer animal se relaciona com estimulos do ambiente
onde vivem. O animal necessita sempre de um ambiente de conforto térmico, pois a
fertilidade € uma das varidveis de maior impacto econébmico em todo o processo de

producdo (CARVALHO et al., 1995).

No processo de ajuste da temperatura corpérea, fungbes menos vitais ao
organismo, como o desempenho reprodutivo e produtivo, além do bem-estar, podem ser
atingidas quando a intensidade e a duragdo dos estressores ambientais excedem a
capacidade compensatéria dos animais, que € uma caracteristica geneticamente

determinada (BERTIPAGLIA et al., 2007).
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A temperatura enddgena do organismo é controlada pelo centro termorregulador
hipotaldamico, sendo o hipotdlamo anterior responsavel pela termorregulacdo em altas
temperaturas e o posterior confere termorregulacdo em ambientes frios. Em situagGes de
estresse, ocorre a ativagdo dos sistemas termorreguladores, sendo estes o vasomotor que
controla o fluxo sanguineo tecidual, o pilomotor, responsavel pela ere¢do dos pélos, as
glandulas sudoriparas com a sudorese, a frequéncia respiratoria e as modificagdes na

taxa metabolica (MARQUES, 2000).

A zona de conforto térmico ou termoneutralidade é a faixa de temperatura
ambiental dentro da qual o animal ndo demonstra qualquer sinal de desconforto térmico,
ou seja, ndo sensacao de frio ou calor. O que limita essa zona de conforto térmico sao as
temperaturas criticas inferior e superior, sendo a critica inferior é a temperatura
ambiente abaixo da qual os animais sdo incapazes de manté-las fisioldgica normal,
aumentando a taxa metabdlica basal e a critica superior é aquela que requer mecanismo

de perda de calor corp6reo (SOUZA et al.,1999).

A alta temperatura da maioria dos ambientes tropicais, afeta 0s processos
reprodutivos diretamente e indiretamente através do estresse térmico ou calérico. Nas
fémeas gera retardamento da maturidade sexual, interferéncia na fertilidade do odcito e
na sua implantacdo no Utero, interrupcdo da prenhez, entre outros (MEDEIROS e

VIEIRA, 1997).

Com o estresse térmico existe uma alteracdo do perfil hormonal e dos
constituintes sanguineos, provocando mudangas em todos os sistemas. Esses fatores
estimulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, levando a um aumento sérico de cortisol,

horménio responsavel por mediar processos de resposta a estresse e altera tambem
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outros sistemas como o0 reprodutivo, interferindo diretamente na producgdo e/ou

liberacdo de outros hormonios (INGRAHAM et al., 1979).

O estresse térmico tem efeito sobre os foliculos de vacas, resultando na produgéo
de odcitos com menor capacidade de fertilizagdo, e caso haja a fertilizacdo, os embrides
passam a ter desenvolvimento anormal (HANSEN, 2007), pode atuar de forma negativa
no odcito e no embrido de varias maneiras, tanto pela formacgdo de radicais livres ou
peroxidos, ou pela inducdo exagerada de apoptoses celulares (EDWARDS et al., 2001;

PAULA-LOPES e HANSEN, 2002).

Edwards e Hansen (1996) citaram que 0s o0citos sdo hipersensibilizados pelo
estresse térmico, pela falta de producgdo das proteinas de choque térmico como HSP e
Glutationa. Recentes pesquisas também mostram que, os efeitos do estresse térmico
afetam as propriedades fisicas e bioguimicas das membranas celulares, conferindo
diferenca na morfologia de odcitos no inverno em relagdo ao verao e, ainda, um maior
teor de &cidos graxos saturados no verdo e de poliinsaturados no inverno (ZERON et al.,

2001).

Vendruscolo (2004) relatou que, temperaturas ambientes acima de 27°C
reduzem o fluxo sanguineo para o Utero, causando mudancas em sua secrecdo. Ja Galli
et al. (2001), afirmaram que, uma vez estabelecida a gestacdo, as perdas durante o

primeiro trimestre podem chegar de 10 a 12%.
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3. METODOLOGIA

3.1.  Local e periodo experimental

A obtencédo dos odcitos foi realizada em 10 propriedades localizadas na regido do
Recdncavo da Bahia/BA, no periodo de 21 de dezembro de 2011 a 21 de marco de 2012
e 21 de junho a 21 de setembro de 2012, correspondendo aos periodos de verdo e
inverno dessa regido, respectivamente. As etapas laboratoriais foram realizadas no
Laboratorio Ciclo Reproducdo Animal, localizado no municipio de Sdo Gongalo dos

Campos/BA, no mesmo periodo acima citado.

3.2.  Grupos experimentais: Obtenc&o e classificagdo dos complexos cumulus-

00citos
Foram utilizados dois grupos experimentais, sendo:
Grupo I - Verdo / Grupo Il —Inverno

Nos dois grupos foram recuperados odcitos de vacas doadoras e embrides
produzidos in vitro desses o6citos e transferidos para vacas receptoras nos respectivos

periodos em que os grupos foram divididos.

Os parametros biocliméaticos utilizados foram as temperaturas ambientais
méaxima e minima e umidade relativa do ar, obtidos da Estacdo Climatoldgica da
Universidade Estadual de Feira de Santana, 83221-INMET/CTEC, localizada no

municipio de Feira de Santana (Figura 1).
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Figura 1. (A) Umidade relativa (%), Temperaturas maxima, minima e média (°C) no
periodo de verdo (21 de Dezembro de 2011 a 21 de Margo de 2012), (B)
Umidade relativa (%), Temperaturas maxima, minima e média (°C) no

periodo de inverno (21 de Junho de 2012 a 21 de Setembro de 2012).
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Foram obtidos 1.520 odcitos de 71 vacas no periodo de verdo e 1.492 odcitos de
67 vacas no periodo de inverno de vacas da raca Gir leiteiro. Os oocitos foram coletados
das fémeas doadoras por meio da técnica de aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (“Ovum Pick-up”, OPU), utilizando o ultrassom da marca Aloka®,
modelo SSD-500; bomba de vicuo da marca WTA®, modelo BV 003, utilizando uma
pressdo de 150 mmHg. Foram aspirados foliculos entre 3 e 8mm, em meio de coleta
PBS (Solucéo Salina Fosfatada), acrescido de soro fetal bovino (SFB), TCM 199 hepes,

antibiotico, heparina e gés, a uma temperatura de 38 °C.

Imediatamente ap6s a obtencdo dos odcitos, esses foram selecionados em
microscopio esterioscopico e encaminhados ao laboratério acondicionados em
transportadora de odcito da marca WTA®, em meio TCM 199 acrescido de SFB e
antibidtico gentamicina a 38 °C. O tempo médio de transporte dos odcitos até o

laboratério foi de aproximadamente 2 horas.

Os complexos cumulus odcitos (COCs) foram classificados em funcdo do
nimero de camadas e o grau de compactacdo do cumulus, pela coloracdo e
uniformidade do citoplasma como: Grau | (Excelente), Grau Il (Bom), Grau Il
(Parcialmente desnudo), Grau IV (Desnudos) e Grau V (Atrésico), segundo Viana et al.

(2004).

3.3.  Maturagéo in vitro (MIV)

Apols a chegada dos COCs ao laboratério, estes foram encaminhados para

maturacdo in vitro. Sob estereoscopio (aumento de 10 a 60X), os COCs foram
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visualizados, lavados duas vezes em meio TCM-199, colocados em placas de Petri de

100 mm, contendo meio TCM 199 acrescido de bicarbonato.

O meio bésico de maturacdo foi constituido de meio TCM 199, suplementado
com aditivos (1 pg/mL de vitamina B, 10 pg/mL de insulina, 500 pg/mL de &lcool
polivinil, 75 pg/mL de &cido ascorbico, 5 pg/mL de inositol, 100 pg/mL de acetato de
sodio e de glicosamina), Hepes (16,79 mM), bicarbonato de sédio (28,57 mM), piruvato
de so6dio (2,73 mM), sulfato de kanamicina (75 pg/mL) e 10% de soro inativado de vaca
no estro (meio B-199). Os od6citos (até 200 odcitos) foram colocados em placa de
polipropileno de 35 mm, contendo 3 mL de meio de maturagdo. Em seguida foram
colocados em cultura por 24h em estufa de cultivo celular, a 38,5 °C, em atmosfera com

5% de CO..

Apobs 24h de maturagdo in vitro, os COCs foram observados em microscopio
esterioscopico para confirmacdo da maturacdo oocitaria, com base na expansdo das

células do cumulus e na qualidade do citoplasma presente no odécito.

3.4.  Preparo do sémen e fecundagéo in vitro (FIV)

Para fecundacéo in vitro foram utilizados apenas sémen sexado para nascimento
de fémeas e criopreservado, obtidos em centrais de comercializagdo de sémen
credenciadas pelo Ministério da Agricultura. A técnica utilizada para separacdo
espermatica foi o Gradiente de Percoll, com 45 e 90% de Percoll, onde o sémen foi
centrifugado pela passagem por diferentes gradientes para permitir a separacdo dos
espermatozoides vivos dos demais constituintes do sémen, com base na diferenga de

densidade, utilizando uma rotag&o de 5.000 rpm.
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Os odcitos foram retirados do meio de maturagdo, lavados trés vezes em meio
H-199 sem soro e posteriormente em meio TALP-FIV, e colocados nas placas de
fecundacdo. A fecundacéo foi realizada em placas de cultura com 4 fossas, onde em
cada fossa foi colocado um volume final de 500 pL de meio TALP-FIV-PHE com 50 a
80 odcitos (~75 06citos). A concentracdo espermatica em cada fossa foi de 5x10°
espermatozoides/mL. As placas contendo os odcitos e 0s espermatozoides foram
incubados em estufa de cultivo celular, com 5% de CO, a 38,5 °C, por um periodo de

18 a 21 horas.

A avaliacdo da fecundacgéo foi realizada com base na taxa de clivagem, que
obtem-se através da divisdo do numero de odcitos clivados pelo nimero de odcitos
maturados, sendo essa avaliacao feita um dia ap6s a fecundacdo. Apenas 0s o4citos que
estavam claramente degenerados ndo foram encaminhados para o cultivo in vitro. Os
odcitos que ndo sofreram clivagem, mas que ndo apresentaram aparéncia de

degeneracgédo foram encaminhados para cultivo, pela possibilidade de clivagem tardia.

3.5.  Cultivo in vitro (CIV)

Apbés o processo de fecundacdo in vitro, os odcitos fecundados foram
encaminhados para o cultivo in vitro, utilizando o meio SOF semanal, por um periodo

de 18 a 20 h, em estufa de cultivo celular, com 5% de CO, a 38,5 °C.

Uma avaliagdo de clivagem foi realizada 24 horas apds, com a retirada das
estruturas que nao clivaram. ApoOs seis dias de cultivo fez-se uma avaliacdo das
estruturas e apenas os embrides classificados como Grau | foram transferidos para as

fémeas receptoras.
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Os embrides encaminhados para transferéncia estavam em estadio de: Mérula
(MO), Blastocisto inicial (Bl), Blastocisto (BL), Blastocisto expandido (BX),

Blastocisto eclodindo (BX eclodindo) e Blastocisto eclodido (BE).

3.6.  Transferéncia dos embrides frescos produzidos in vitro

Foram transferidos 578 embrides a fresco, envasados em minipalhetas no
laboratério, com auxilio de seringas de 1,0 mL com tom cat, e inovulados em receptoras
sicronizadas. O protocolo para sincronizacdo das receptoras foi o de TETF, sendo que
no DO foi colocado implantes de progesterona(CIDR® Pfizer; PRIMER® Tecnopec)
mais aplicacdo de 2mg benzoato de estradiol intramuscular (Gonadiol® Intervet
Schering-Plough), apdés 8 dias o implante foi retirado, aplicando 300 Ul eCG
intramuscular, (Novormon® Intervet Schering-Plough), 0,8 mg cipionato de estradiol
intramuscular (ECP® Pfizer) e 0,530 mg prostaglandina F2a intramuscular (Ciosin®
Intervet Schering-Plough). A transferéncia dos embribes foi realizada 7 dias apos a
OPU, realizando antes da inovulacdo a avaliacdo das receptoras, selecionando as aptas e
avaliando e verificando o lado que se encontrava o corpo liteo. As receptoras usadas
foram mesticas. Os corpos lateo foram classificados em grande (CL1), médio (CL2),
pequeno (CL3), e incluso(CLi). Segundo LEAL, L. da S. et al para o CL ser
considerado pequeno, a assimetria entre 0s ovarios tinha de ser de 10,0 a 30%, médio

40,0 a 70% e grande >80%.

Apos 23 dias da transferéncia dos embrides foi realizado o exame de
ultrassonografia para deteccdo do diagnostico de prenhez e entre o 55° ao 70° dia foi

feita a sexagem fetal.
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3.7.  Delineamento Experimental

Foi utilizado um Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
considerando o efeito propriedade. Foi adotado a Anélise de Variancia (ANOVA) para
validacdo dos dados e o Teste Tukey para analise das varidveis, no programa Sisvar

versdo 5.1 (1999-2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados biocliméaticos demonstraram consisténcia entre as estacGes de verao
(21 de Dezembro de 2011 a 21 de Marco de 2012) e inverno (21 de Junho de 2012 a 21
de Setembro 2012), com valores de umidade relativa do ar para o verdo de 82,52+7,03%
e para o inverno de 81,06+10,18% (P>0,05); temperatura maxima de 33,07+1,84 e
27,76x2,16 °C (P<0,05), para o verdo e 0 inverno, respectivamente e temperatura
minima de 20,57+1,60 e de 18,02+1,58 °C (P<0,05), para 0 verdo e 0 inverno,

respectivamente.

Segundo Pereira (2005) a zona de conforto térmico (ZCT) para 0s Bos taurus
seria de 0-16°C e para os Bos indicus, de 10-27°C, com temperatura critica a partir de
35°C e para animais mesticos, de 5- 31°C. Valores para umidade relativa do ar estariam
entre 60 e 70% (BAETA e SOUZA, 1997). A temperaturas maxima no verdo se
encontraram acima dos limites, j& no inverno se mostraram exatamente nos valores
limites. A temperatura minima encontram-se bem acima dos limites preconizados na
literatura. Nos dois periodos experimentais os valores de umidade relativa do ar foram

superiores aos citados por Baéta e Souza (1997).

Mesmo no periodo de verdo tendo apresentado valores de temperatura maxima
acima dos limites para conforto térmico, ndo houve diferenca no numero de odcitos
totais coletados, nimero de odcitos viaveis e de embrides produzidos entre os dois
grupos (P>0,05) (Tabela 1). Ja de acordo com Ferreira et al. (2006), valores acima de

44°C séo limitantes para o conforto do animal, gerando estresse severo.
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Tabela 1. Odcitos totais, vidveis e embrides produzidos in vitro de 138 vacas da raca gir
leiteiro com uso de sémen sexado nos periodos de verdo e inverno na Regiéo

do Recdncavo da Bahia

Tratamento Odcitos totais Odcitos viaveis Embrides produzidos in
vitro

Verao 21,40 £10,91 11,26 £ 6,94 4,07 £3,23

Inverno 22,26 £ 13,22 13,40 £ 10,08 3,80 £ 3,26

Os dados foram analisados por meio de Analise de Variancia a 5% de probabilidade.

Segundo Sartori et al. (2002), a porcentagem de embrides produzidos é
positivamente correlacionada com a quantidade e qualidade de odcitos recuperados,

demonstrado a importancia desse parametro para o sucesso dos programas de PIV.

A média de odcitos vidveis por aspiracdo obtida neste experimento foi acima da
encontrada em diversos estudos, como pode ser observado por Sousa et al. (2007), com
média de 5,9+4,88 odcitos vidveis; Bousquet et al. (1999), com média de 9,5+5,6
o0citos viaveis.

Em um trabalho realizado por Fernandes et al. (2001), apesar do percentual de
odcitos recuperados (percentual de odcitos totais/total de foliculos aspirados) ter sido
semelhante na época chuvosa e seca, a proporcao de oocitos viaveis foi superior na
época chuvosa, com um total de odcitos vidveis na época seca de apenas 19,6%, contra

35,6% na época chuvosa.
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Ainda segundo Seneda et al (2002), a taxa de recuperacdo de odcitos é pior
quando os foliculos puncionados sdo maiores que 6mm, e havendo uma melhor
recuperacdo dos mesmos quando oriundos de foliculos pequenos entre 2 a 6mm. Bols et
al. (1995), relataram que apesar de foliculos maiores serem mais faceis de puncionar, a

aspiracdo de foliculos menores parece disponibilizar odcitos de melhor qualidade.

O numero de odcitos vidveis esta intimamente relacionado com o ambiente em
que o animal estd submetido. Em climas tropicais, elevada temperatura ambiente e
umidade relativa do ar sdo determinantes no desempenho reprodutivo (ROCHA et al.,

2012).

Pesquisas também mostram que, os efeitos do estresse térmico afetam as
propriedades fisicas e bioquimicas das membranas celulares, conferindo diferenca na
morfologia de o6citos no inverno em relacéo ao verdo e, ainda, um maior teor de acidos

graxos saturados no verdo e de poliinsaturados no inverno (ZERON et al., 2001).

N&o houve diferenca para estadio de desenvolvimento embrionario entre a
estacdo de verdo e inverno (P>0,05) (Tabela 2), sendo mais observado nas duas esta¢oes
o0 estadio de blastocisto expandido (BX). Resultados coerentes com 0s encontrados de

embribes viaveis produzidos.
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Tabela 2. Estadio de desenvolvimento dos embrides produzidos na estacdo de verdo e

inverno de vacas gir na regido do Recéncavo da Bahia

Tratamento Blastocisto Blastocisto Blastocisto Blastocisto
inicial expandido eclodido

Veréo 1,69% 13,89% 84,40% 0,00%
(5/295) (41/295) (249/295) (0/295)

Inverno 1,06% 13,78% 84,09% 1,06%
(3/283) (39/283) (238/283) (3/283)

Os dados foram analisados pela Andlise de Variancia a 5 % de probabilidade.

Diversos estagios do desenvolvimento embrionério inicial sdo importantes para
o desenvolvimento e sobrevivéncia do embrido. O embrido move-se da tuba para o Utero
no estagio de 8 a 16 células (GREALY et al., 1996). Com 5 a 6 dias de idade o embrido
atinge o estagio de 16 a 32 células e estas células comecam a se juntar para se formar
uma esfera compacta denominada morula. A compactacdo celular e as juncdes
intercelulares representam o primeiro estagio critico em que o embrido comeca a atuar
como um organismo individual. Nos dias 7 ou 8 uma cavidade se forma e as células do
blastocisto inicial diferenciam-se em massa celular interna, destinada a formar o feto, e

trofoblasto, destinado a formar a placenta (revisado por SREENAN et al., 2001).

Muitos embrides produzidos in vitro ndo chegam ao estagio de blastocisto e sdo
bloqueados nesse periodo, sugerindo que a falha em ativar 0 genoma do embrido se

deve, na maioria das vezes, a incompeténcia dos odcitos utilizados. Entretanto, outros
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fatores tais como a composicdo do meio e atmosfera gasosa também afetam a

capacidade de desenvolvimento in vitro dos embrides (SARTORI et al., 2008).

Embora a avaliagdo morfoldgica ndo assegure a capacidade dos odcitos de se
desenvolverem in vitro, essa avaliagdo serve como indicador de sua viabilidade, pois 0s
odcitos dependem do suporte adequado das células do cummulus, que tém ligac&o direta
com o ooplasma, permitindo o transporte de nutrientes e sinais que controlam o

metabolismo, a maturagdo nuclear e citoplasmética (HIRSHFIELD, 1991).

Durante o periodo de maturacdo oocitaria, o estresse térmico pode agir no
complexo cumulus odcitos (CCOs) alterando a arquitetura do citoesqueleto e levando a
producdo de radicais livres, ocasionando a apoptose oocitéria e, interrompendo o
alinhamento cromossomal, diminuindo assim, o nimero de odcitos na fase de metéfase
Il e, consequentemente, diminuindo a propor¢do de odcitos que se desenvolvem até
blastocistos (EDWARDS et al., 2001; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002; DE

CASTRO e HANSEN, 2007).

O estresse térmico pode atuar de forma negativa no odcito e no embrido de
varias maneiras, tanto pela formacdo de radicais livres ou peroxidos, ou pela inducao
exagerada de apoptoses celulares (EDWARDS et al., 2001; PAULA-LOPES e
HANSEN, 2002). O embrido adquire mecanismos de termoprotecdo durante seu
desenvolvimento, como por exemplo, as proteinas de choque térmico (HSP) e
Glutationa (HANSEN, 1999). A glutationa (GSH) protege as células contra danos
oxidativos causados pelos radicais livres. E produzida pelas células da granulosa que
circundam o oocito como forma de protecdo oocitaria aos efeitos do calor (EDWARDS
e HANSEN, 1997; MUNHOZ e LUNA, 2008). Geshi et al. (2000) verificaram que

odcitos bovinos envoltos por células da granulosa produzem altas concentracGes de
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glutationa durante a maturacdo in vitro, quando comparados a odcitos desnudos (sem as

células da granulosa).

N&o houve diferenca na taxa de gestacdo entre os grupos (P>0,05) (Tabela 3).
Rheingantz (2000) citou indice de até 50% de prenhez, trabalhando com dados entre
novembro de 2008 até fevereiro de 2009, utilizando doadoras gir e Y% sangue

holandés/gir, valores semelhantes aos valores encontrados neste experimento.

Tabela 3. Taxa de gestacdo de receptoras de embrides produzidos in vitro na estacdo de

verdo e inverno de vacas gir na regido do Reconcavo da Bahia

Tratamento Taxa de Gestagéo (%) Reabsorcdo embrionéria (%)
Verdo 55,25 (163/295) 2,03 (6/295)
Inverno 56,89 (161/283) 2,12 (6/283)

Os dados foram analisados por Analise de Variancia a 5 % de probabilidade.

Durante o estresse térmico, o fato de haver baixo fluxo sanguineo no utero
impede o abastecimento satisfatorio de progestagenos. Essas substancias séo
responsaveis por preparar o0 Utero para a gestacdo, agindo sobre o endométrio
favorecendo a fase secretoria, caracterizada pelo aumento de teor de glicogénio e
enzimas aerdbias das mucosas e, sobre os ovidutos, aumentando a secre¢do do
glicogénio e proteinas em seu epitélio, aumentando a atividade e a motilidade do

epitélio ciliar (KOLB, 1987; PIRES et al., 1999; VIANNA, 2002).
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Vendruscolo (2004) relatou que, temperaturas ambientes acima de 27°C ja
reduzem o fluxo sanguineo para o Utero, causando mudancas em sua secrecdo. Ja Galli
et al. (2001), afirmaram que, uma vez estabelecida a gestacdo, as perdas durante o

primeiro trimestre podem chegar de 10 a 12%.

Houve diferenga com relacdo a qualidade do corpo luteo entre 0s grupos
(P<0,05) (Tabela 4), com maior nimero de CL de Grau 1 produzidos no verdo. A
influéncia ou ndo do estresse calorico no corpo luteo durante a fase luteinica € menos
clara. Foi demonstrado que o estresse calérico aumenta, diminui ou ndo afeta as

concentragdes de progesterona no sangue (HANSEN e ARECHIGA, 1999).

Tabela 4. Qualidade do corpo liteo de receptoras de embrides produzidos in vitro na

estacdo de verdo e inverno de vacas gir na regido do Reconcavo da Bahia

Qualidade do CL Verdao (%) Inverno (%)
Grau 1 41,01 (121/295)? 28,97 (82/283)"
Grau 2 42,37 (125/295)° 47,34 (134/283)°
Grau 3 11,52 (34/295)° 21,20 (60/283)°
Grau 1i 0,00 (0/295) 0,35 (1/283)
Grau 2i 3,72 (11/295) 2,12 (6/283)
Grau 3i 1,35 (4/295) 0 (0/283)
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Grau 1: CL Grande; Grau 2: CL Médio; Grau 3: CL Pequeno. Os dados foram
analisados por Andlise de Variancia e pelo Teste de Tukey & 5 % de probabilidade

(P<0,05).

Quanto maior a &rea do tecido luteal, maior a influéncia positiva nas taxas de
concepcao em receptoras de embrido bovino (TRIBULO et al., 2000). Contudo, Leal et
al. (2009) ndo encontraram diferenca na taxa de prenhez em relagdo ao
tamanho/didmetro do CL (pequeno, médio e grande), trabalhando com embrides
produzidos in vivo. Observou-se que vacas submetidas a estresse calérico apresentaram

fases luteinicas mais longas (WILSON et al., 1998).

A taxa de sobrevivéncia do embrido apds a inovulacdo pode ser influenciada por
varios fatores como anormalidades cromossémicas, efeito da doadora, idade e qualidade
dos embrides inovulados, método e local da transferéncia, sincronia doadora-receptora,
estado nutricional e concentracdo sérica de progesterona na receptora, bem como

estresse caldrico (HANSEN e EALY, 1991).

A sincronia entre 0 ambiente uterino e o estadio de desenvolvimento embrido é
essencial para maximizar a sobrevivéncia embrionaria, sendo a progesterona importante
por controlar mudancas no Utero, além de influenciar o crescimento embrionario (REIS
et al., 2006). O estresse térmico é responsavel também pelo aumento da secrecdo de
prostaglandina pelo endométrio, promovendo assim lute6lise prematura em decorréncia
da dificuldade do embrido gerar sinais bioquimicos que sinalizam a gestagcdo (PUTNEY

etal., 1988; PUTNEY et al., 1989).
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4. CONCLUSAO

O processo de producéo in vitro de embrides de bovinos da raca gir leiteiro pode
ser realizado em ambas as estacGes sem que haja diferencga nos resultados, na regiéo do

Recdncavo da Bahia e com temperatura ambiente maxima de até 33, 07°C.
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