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RESUMO

Na busca em conhecer os fatores que interferem na producéo in vitro de embrides bovinos, tém-
se estudado os tratamentos, influéncias e estratégias que possam melhorar a qualidade oocitaria
das doadoras e producdo de embrides, tornando os processos viaveis dentro das condi¢Bes
adversas. Dessa forma, objetivou-se avaliar dados retrospectivos da producdo in vitro de
embrides bovinos (PIVE), a fim de estabelecer e determinar fatores ambientais, genéticos e
localizagdo geogréafica que impactam a taxa de recuperacdo de odcitos, qualidade de odcitos e
quantidade de embrides bovinos, oriundos da producdo in vitro. Trata-se de um estudo
retrospectivo nao controlado com analise exploratoria de dados. Foram coletados por meio de
planilha do Microsoft Excel®, dados de 2017 a 2021 da empresa Samvet Embrides®
(Morrinhos, Goias, Brasil). As racas analisadas foram: Nelore, Brahman, Brangus, Girolando,
Gir, Guzolando, Holandés, Jersey, Pardo-Suico, Senepol e Tabapud. Avaliou-se o efeito da
estacdo do ano, raca da doadora e localizacdo geografica sobre a producdo in vitro de embrides
bovinos. Em relacdo as varidveis: qualidade oocitaria quanto ao grau I, grau Il, grau Ill,
proporcdo em grau | (Pgi), proporcdo em grau Il (Pgii), propor¢cdo em grau Il (Piii), namero
de odcitos ndo viaveis (NV), porcentagem de o6citos ndo vidveis (Pnv), nimero de odcitos
viaveis (V), proporcédo de o6citos vidveis (OV), numero total de odcitos (TOTAL), niumero de
clivados (CLI), porcentagem de clivados (Pcli), nimero de o6citos maturados in vitro (MIV),
quantidade de embrides produzidos (EP) e porcentagem de embribes produzidos (Pembriao). O
fator estacdo do ano ndo teve efeito significativo na porcentagem de embrides bovinos
independentes da raca. Porém, no inverno houve menor producdo de odcitos grau Il. A raca
doadora teve efeito significativo na qualidade oocitaria, na quantidade de odcitos viaveis e
totais. A interacdo de latitude, longitude e altitude foi significativa no nimero de odcitos viaveis
e totais. Dessa forma, fatores ambientais, genéticos e localizagdo geogréafica impactam a taxa
de recuperacdo de oocitos, qualidade de odcitos e quantidade de embrides em determinadas
racas.

Palavras-Chave: Estacdo do ano, fertilizagdo in vitro, localizacdo geografica, racas bovinas,

qualidade oocitaria.



ABSTRACT

In the quest to know the factors that interfere with the in vitro production of bovine
embryos, treatments, influences and strategies that can improve the oocyte quality of
donors and embryo production have been studied, making the processes viable under
adverse conditions. Thus, the objective was to evaluate retrospective data about in vitro
production of bovine embryos (I\VVP), to establish and determine environmental, genetic,
and geographic location factors that impact the rate of oocyte recovery, oocyte quality
and quantity of bovine embryos derived from of in vitro production. Data were collected
from the company Samvet Embrides®, (Morrinhos, Goiés, Brazil). It is, therefore, a
retrospective uncontrolled study with exploratory data analysis. Data from 2017 to 2021
were collected using a Microsoft Excel® spreadsheet. The analyzed breeds were: Nelore,
Brahman, Brangus, Girolando, Gir, Guzolando, Holstein, Jersey, Brown-Swiss, Senepol
and Tabapud. The season year effect, donor race and geographic location on the in vitro
production of bovine embryos was evaluated. Regarding the variables: Oocyte quality in
trms of grade I, grade Il, grade Ill, proportion in grade | (Pgi), proportion in grade 1l
(Pgii), proportion in grade 111 (Pgiii), number of non-viable oocytes (NV), percentage of
number of non-viable oocytes (Pnv),number of viable oocytes (V), proportion of oocyte
production (OV), Total number of oocytes (TOTAL), number of cleaved
(CLI),percentage of cleaved (Pcli), number of in vitro matured oocytes (IVM), number
of produced embryos (EP), and percentage of produced embryos (Pembriao) were also
evaluated. The season of the year factor had no significant effect on the percentage of
breed-independent bovine embryos. However, in winter there was a lower production of
grade Il oocytes. The donor breed had a significant effect on oocyte quality, on the
number of viable and total oocytes. The interaction of latitude, longitude and altitude was
significant in the number of viable and total oocytes. Thus, environmental, genetic, and
geographic location factors impact the oocyte quality and embryo quantity in certain
breeds.

Key words: Bovine breeds, in vitro fertilization, season, geographic location, oocyte

quality.



CAPITULO I - CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUCAO GERAL

Com o aumento populacional, cresce cada vez mais a exigéncia mundial na
eficiéncia da producéo de produtos de origem animal, e as biotécnicas da reproducao séo
ferramentas que podem ser utilizadas para aumentar a eficiéncia produtiva do rebanho,
viabilizando atender a demanda (BARUSELLI, 2016). De acordo com Morris et al.
(2001) as biotecnologias da reproducdo serdo umas das tecnologias mais significativas
dos proximos 50 anos ou mais, tendo potencial para aumentar eficiéncia reprodutiva e
produtiva dos rebanhos.

As biotécnicas empregadas na reproducdo de fémeas bovinas sdo: inseminagdo
artificial (1A), inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), producdo in vitro de
embribes bovinos (PIVE) e transferéncia de embrides (TE) (BERTOLINI &
BERTOLINI, 2009).

Dentre estas técnicas, destaca-se cada vez mais na reproducdo bovina a aspiracdo
folicular transvaginal guiada por ultrassom. E o método que permite a coleta de o6citos
de uma doadora geneticamente superior, e torna possivel a producao in vitro de embrides
e, posteriormente, a transferéncia do embrido para receptora ou a criopreservacdo do
embrido (PEIXER et al., 2018).

Mello et al. (2016) ressaltaram que a técnica relaciona-se com uma série de
procedimentos integrados, que vdo do manejo reprodutivo das doadoras e receptoras e
envolve as etapas de coleta dos odcitos, maturacdo in vitro (MIV), fecundacéo in vitro
(FIV), e cultivo in vitro (CIV) para transferéncia de embrido ou criopreservacdo do
embrido produzido.

A grande vantagem na utilizagdo da PIVE, é poder aumentar significativamente o
namero de crias produzidas por fémea, produzir embrides a partir de material de animais
que vieram a 0Obito ou que estdo extintos, e propor melhorias dentro do rebanho com a
selecdo e aprimoramento genético (LUEDKE et al., 2019).

Entretanto, a utilizacdo da PIVE apresenta desafios como o baixo nimero de
embrides viadveis produzidos (SCANAZEZ et al., 2013). Podendo ser influenciado por
fatores ambientais, pois odcitos e embrides até o estadio de blastocisto sdo vulneraveis ao
calor (MACEDO et al., 2014), condic¢des de cultivo da FIV e condicdes fisiologicas da
doadora (SILVA et al., 2015; MELLO et al., 2016; PINHEIRO et al., 2022).



De acordo com a literatura a idade (MELLO et al., 2016), raga (BORGES FILHO,
2018), tipo de sémen, sexado ou convencional (NASCIMENTO et al., 2015), e o touro
utilizado (MOROTTI et al., 2014) influenciam na PIVE.

Espera-se com o presente estudo, identificar quais fatores que podem interferir na
PIVE e, assim propor estratégias de manejo reprodutivas mais assertivas considerando
periodo do ano para intensificar a producdo in vitro de embrides bovinos.

Os resultados permitirdo uma decisdo mais assertiva no periodo do ano para
intensificar a producdo in vitro de embrides com base na raca e localizacdo geografica
gue 0s animais se encontram.

Dessa forma, objetivou-se, determinar fatores ambientais, genéticos e localizacdo
geografica que impactam a taxa de recuperacdo de odcitos, qualidade de odcitos e

quantidade de embrides bovinos oriundos da producao in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

O ano de 2020, foi um ano de muitas incertezas e a producgéo in vitro de embrides
teve que se adaptar e Viana (2021) demonstrou que a pandemia teve impacto negativo,
afetando principalmente na logistica e suprimentos. Entretanto, ndo houve interrupcéo
dos servicos prestados, mantendo a producdo em atividade.

A produgdo in vitro de embrides, &€ uma biotécnica de grande relevancia, que
constitui uma série de etapas que vao da obtengdo dos odcitos através da fémea bovina
doadora, selecdo dos odcitos, maturacao in vitro (MIV), fecundacdo in vitro (FIV), cultivo
in vitro (CIV) e transferéncia do embrido (TE) (PEIXER et al., 2018). E cada etapa é
importante para o sucesso da producdo in vitro, portanto, os fatores que influenciam
nestes resultados devem ser avaliados e pontuados.

Um dos principais fatores que interferem na reproducédo € a temperatura ambiente,
pois € relacionada com estresse do animal e aumento da atividade do eixo hipotalamico-
hipofiséario-adrenal (HHA) ocasionando diminuicdo da fungdo reprodutiva (ROCHA et
al., 2012). Os fatores climéticos interferem tanto na producdo de odcitos quanto na
qualidade de odcitos, na producdo e qualidade embrionaria na relacdo fémea doadora ou
receptora de embrides (NEVES et al., 2015).

O conforto térmico animal tornou-se fator preocupante nos sistemas produtivos,
tendo tamanha importancia e influéncia nos resultados produtivos, reprodutivos e nas
respostas fisiologicas do animal. A busca e estudos de indices de estresse térmico ganham
notoriedade na biometeorologia zootécnica (RIBEIRO, 2020). Préaticas para quantificar o
efeito das varidveis ambientais que interferem no estado de conforto dos animais, sdo
utilizadas em indices de classificacdo de conforto ou desconforto térmico que podem ser
aplicados no zoneamento biocliméatico (AMARO, 2016).

A maior disponibilidade de dados meteoroldgicos e sistemas de informacdes
geograficas avancados, tornou-se possivel a elaboracdo do zoneamento de determinadas
regides, entretanto, os zoneamentos bioclimaticos sdo realizados por meio de uma Unica
variavel baseada na experiéncia e na observacao, metodica ou ndo (CARVALHO et al.,
2009; MENDES et al., 2014).

As diferentes caracteristicas ambientais de criacdo nas diversas regides do pais,
traz o zoneamento biocliméatico como auxilio na otimizacdo da criacdo e tomada de

deciséo dos pecuaristas na bovinocultura de corte, ao considerar que a zona de conforto



térmico dos animais zebuinos encontra-se na faixa entre 10°C e 27°C, com limite superior
de 35°C e umidade relativa do ar variando de 60% a 70% (TAVARES et al., 2016).

2.1 Fatores que influenciam a PIVE
Raca e Clima

A quantidade de o6citos coletada via aspiracdo folicular est& correlacionada com
a raca do animal (BORGES FILHO et al., 2018). Diferencas na fisiologia reprodutiva
entre as ragas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus é relatada por Sartori et al. (2016),
de maneira geral, ndo ha diferenca no nimero de ondas foliculares no ciclo estral. No
entanto, Bos taurus indicus tem maior contagem de foliculos antrais que proporcionam
maior numero de o6citos recuperados, além de apresentar maior producao de embrides, e
maiores percentuais de odcitos viaveis, nimero de blastocistos e taxa de blastocisto do
que Bos taurus taurus (SARTORI et al., 2016).

As diferencas reprodutivas entre taurinos e zebuinos reportadas por Silva, (2012).
sdo a duracdo do estro, quantidade de foliculos que séo recrutados e tamanho de foliculos
E, ao comparar os indices nas etapas de maturacdo, fertilizacdo e cultivo, utilizando
doadoras de odcitos e touros das racas Holandés e Gir. Concluiu-se que a raca da doadora
ndo interfere no nimero de odcitos recuperados, tal como a taxa de aproveitamento. A
raca da doadora de odcitos e a do touro influenciam nas taxas de clivagem e de blastocisto
e, 0 uso do cruzamento doadora holandesa e touro Gir € mais eficiente para producédo de
embrides mesticos de filhos de primeira geracao.

Ao avaliarem a eficiéncia da aspiragéo folicular e da producdo in vitro de embrides
provenientes de doadoras Girolando com sémen sexado de touros de duas racgas, Gir e
Holandés. Observou-se que vacas mesticas (Gir x Holandés) apresentaram capacidade
como doadoras de od6citos e beneficio no sistema de producdo in vitro de embrides,
proximos as vacas zebuinas, independente da raca do touro doador e tipo de sémen
utilizado (GRAZIA et al.,2016).

Cruvinel (2019) relatou que a correlacdo fenotipica na selecdo de fémeas Gir e
Girolando para melhoramento genético deve ser feita de acordo com a quantidade de
odcitos totais produzidos por fémea, pelo fato dessa aptiddo estar altamente correlacionada
fenotipicamente com odcitos grau Il (r = 0,74), odcitos viaveis (r = 0,96) e porcentagem

de viaveis apés o cultivo in vitro (r = 0,92). O autor concluiu, que fémeas Girolando



apresentaram melhor desempenho para quantidade e qualidade de odcitos. Assim, foram
superiores também na proporg¢do de o6citos viaveis apos o cultivo in vitro.

A dindmica folicular entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus é diferente, essa
variacdo acontece com o nimero de ondas de crescimento folicular, nimero de foliculos
recrutados por onda, taxa de crescimento e didmetro méximo do foliculo dominante
(SILVA, 2012).

Com a preocupacdo na qualidade oocitaria, Chagas et al. (2014) conduziram um
estudo avaliando fatores anatomofisioldgicos que influenciam a qualidade de complexos
cumulus odcitos (CCOs) de fémeas Bos taurus indicus, separando 0s ovarios por
categorias, em nulipara e multipara e diante dos resultados encontrados, demonstraram
que a categoria da doadora e a progesterona ndo influenciaram a qualidade de CCOs e
que foliculos menores apresentam CCOs de melhor qualidade.

Comparando o desempenho de fémeas Gir e Girolando, avaliando o nimero e
qualidade dos od6citos foi observado melhores resultados no desempenho da raca
Girolando, exibindo valores de 32,20 + 14,51 para odcitos totais, 26,91 + 12,37 o0citos
viaveis, 3,53 £ 3,90 odcitos grau I. Ao passo que, a raca Gir apresentou 25,28 + 13,22
o0citos totais, 21,31 + 11,94 odcitos viaveis e 2,24 + 3,36 odcitos de grau |. Ressaltando
que uma caracteristica bastante positiva para o melhor desempenho da raca Girolando é
a heterose (CRUVINEL, 2019).

Watanabe et al. (2017) observaram que fémeas bovinas Nelore e Gir tiveram
maior nimero de odcitos coletados através da aspiracao folicular do que fémeas bovinas
da raca Senepol e Holandés.

O Brasil destaca-se na criacdo bovinos, e com a ocorréncia de mudancas
climaticas deve-se levar em conta o bem-estar dos animais para que possam desempenhar
alta producdo, uma vez que fatores climaticos exercem influéncia direta na queda de
producdo (TRINDADE, 2022).

Animais zebuinos possuem caracteristicas morfolégicas que se adaptam a altas
temperaturas, entretanto, este fato gera alteragdes no balango energético negativo o que
gera condig&o de escore corporal baixa, estresse ao realizar a troca de calor para ambiente
(homeotérmicos), maior perda embrionéria, anestro, cio silencioso e interferéncia na
qualidade de odcitos (CRUZ, 2011; OLIVEIRA et al., 2012; SOARES et al., 2021).

O Brasil apresenta seis tipos de clima com grande diversidade, sendo clima

equatorial imido, clima tropical semiarido, clima tropical de altitude, clima subtropical



umido, clima litoraneo Umido e por fim o clima tropical que é predominante nas regites
Centro-Oeste, Sudeste, Nordeste e Estado do Tocantins (TERRA et al., 2010).

Ao comparar os efeitos de estresse térmico no desenvolvimento, qualidade e
sobrevivéncia de odcitos de fémeas bovinas Bos taurus e Bos indicus, Silva et al. (2013),
observaram que odcitos submetidos ao estresse térmico apresentaram reducdo no
desenvolvimento de blastocistos em Bos taurus taurus em relacdo a Bos taurus indicus.
Ao final concluiram que os efeitos do estresse térmico foram dependentes da raca, sendo
mais evidentes em embrifes Bos taurus taurus.

A produgdo de odcitos vidveis comparados a espécies de bovinos taurino e
zebuino durante a estacdo seca e chuvosa, demostrou a expectativa 2,2 vezes maior dos
zebuinos de produzirem células do cumulus viaveis na estacdo seca, com relacdo aos
taurinos (NAVES, 2020).

Entretanto, Morotti et al. (2021) analisaram que, apesar dos avangos nas pesquisas
relacionadas a fisiologia reprodutiva da fémea existem alguns aspectos desconhecidos,
principalmente a populacéo folicular e a influéncia com a fertilidade do rebanho bovino.
Apesar dos muitos estudos sobre populacéo folicular, as razbes para as diferencas no
namero de foliculos antrais em bovinos e a relacdo com a fertilidade e com a eficiéncia

das biotécnicas necessitam de mais investigacoes (SENEDA, 2012).

Estacdo do ano e Localizagdo geografica

Carneiro et al. (2019), confirmaram a influéncia da estacdo do ano na qualidade
dos odcitos, sendo 0os meses de baixa temperatura mais favoraveis. Fémeas da raca
Senepol apresentaram menor taxa de blastocistos nas estages outono e inverno, e a raga
Holandés menor taxa de blastocistos na estacéo verdo (WATANABE et al., 2017). Estudo
comaraca Sindi de 24 meses a 72 meses de idade demonstraram maior producéo de odcitos
recuperados e viaveis na estacao chuvosa, por aspiracdo folicular in vivo (MELLO et al.,
2016).

Fialho et al. (2018) analisaram parametros fisioldgicos e viabilidade oocitaria de
fémeas das racas Girolando e Pantaneira localizadas na regido entre o Cerrado e Pantanal
brasileiro. Apds a aspiracao folicular em diferentes condigdes climaticas, constataram que
os parametros fisiologicos e viabilidade oocitaria de fémeas das racas Girolando e
Pantaneira ndo foram afetados negativamente por indice de temperatura e umidade entre

72 e 78. Porém, o efeito do estresse cronico foi observado sobre a viabilidade oocitaria



da raca Pantaneira.

SituacOes de estresse térmico, trazem alteracGes e prejuizos para 0 processo
reprodutivo, tanto em monta natural ou na inseminacdo artificial, desencadeiam
quantidade e qualidade oocitaria inferior e menores chances de sobrevivéncia do embrido
(SOARES et al., 2021). A duracdo do estro em fémeas em zona de conforto é de 14 a 18
horas, ja em situacdo de estresse térmico reduz até 10 horas (MARCHEZAN, 2013).
Oliveira et al. (2012) reportaram que o0 estresse térmico reduz o peso do corpo luteo,
causando queda na producdo de progesterona, permitindo a liberacdo de PGF2a que
promove a lise do corpo lateo e de modo consequente a morte embrionaria.

Nas regies tropicais e subtropicais ocorrem diferenca climatica com a altitude,
alguns metros podem provocar mudancas no ambiente, portanto, a relacdo da altitude com
a temperatura € de suma importancia para estas regides. E, determinado relevo pode
apresentar taxa de variagdo da temperatura, o ar sofre alteragcbes com a altitude, latitude
e longitude (FRITZSONS et al., 2016).

O Brasil possui um territério com grande extensdo latitudinal, através da latitude
observa-se as zonas climaticas, quanto menor for a latitude maior sera a proximidade com
a linha do Equador e sendo mais préximo a linha do Equador terd temperaturas mais
elevadas e ao contrario temperaturas menores. Latitude é a distancia de um ponto
qualquer da superficie terrestre em relacdo a linha do equador. E medida em graus e varia
de 0° até 90° norte ou sul, a linha do equador divide o planeta terra em dois hemisférios
norte e sul.

A longitude tem como referéncia o Meridiano de Geenwich e varia de 0° até 180°
leste ou oeste e descreve a localizacdo de um lugar na terra (GUITARRARA, 2023).

A associacao da altitude com a temperatura é bastante relevante, principalmente
para regides tropicais e subtropicais, ocorrendo uma diferenca na altitude de centenas de
metros causando mudancas no ambiente. E, a temperatura do ar sofre alteracbes com
altitude, latitude e longitude em funcéo do relevo (FRITZSONS et al., 2016).

Entender a formagao do clima do Brasil com extremos em 73° 59° 32” W a 34°
47°30” W de longitude, e 5° 16° 20” N a 33°45” 03” S de latitude, ¢ de suma importancia
pois afeta a atividade diaria dos animais e pessoas, caracterizando e avaliando os
principais fatores climéaticos e meteoroldgicos (MARTINS, 2022).

As mudangas climaticas acarretam grandes prejuizos aos animais de producéo,
principalmente os criados a pasto, ocorrendo menor capacidade das func6es reprodutivas

e produtivas do rebanho. A correlacdo de estudos voltada as variagdes climaticas



promovem a sustentabilidade (NEVES et al., 2015).

Durante 0 ano ocorrem quatro estacdes, outono que compreende de 20 de margo
a 21 de junho com dias mais curtos e mais frescos, inverno de 21 de junho a 22 de
setembro, predominando dias curtos e bastante frio. Primavera de 22 de setembro a 21 de
dezembro, quando os dias voltam a ser mais longos e quentes, e por fim o verdo de 21 de
dezembro a 20 de mar¢o, sendo caracterizada como a época mais quente do ano (INMET,
2021).

As alteracOes de fotoperiodo no decorrer do ano séo avaliadas principalmente pela
variavel ambiental nos climas temperados, no tempo em que os ciclos anuais de chuvas
influenciam na maior oferta e qualidade de forragem e este sendo os fatores
preponderantes em regides tropicais. Essas varidveis ao atingirem determinados niveis,
faz com que ocorra a mudanca de habito alimentar dos animais, diminuicdo do
metabolismo basal, uma condigdo mais restrita a reproducdo em determinada época
(BETTIOL et al., 2017).

Na maior parte do Brasil, 0s pecuaristas consideram a forragem como principal
fonte de alimento para ruminantes, sendo mais econdmica, principalmente para a
bovinocultura de corte (SOCREPPA et al., 2015). As forrageiras tropicais tém producao
relativa a estacdo do ano, as estacfes secas e chuvosas sao bem definidas ao longo do ano.
No periodo das aguas ha alta quantidade e qualidade da forragem e no periodo seco o
inverso (SILVA et al., 2015). Embora a composicdo bromatoldgica da forragem apresenta
melhor qualidade e quantidade no periodo chuvoso, é importante ressaltar que, 0 manejo
inadequado pode causar reducédo da quantidade e qualidade, maior proporcao de colmos,
e baixa densidade de folhas e elevada fracdo fibrosa (RIBEIRO & BARBERO, 2022).

Entende-se que 0 estresse térmico causa inimeras influéncias negativas na
reproducdo e producdo destes animais. Buscar alternativas de manejo que possam reduzir
esses estresses proporciona melhor produtividade e bem-estar animal. Melhorias na
nutricdo, instalacdes e modificacdes no manejo proporcionam melhor conforto térmico
(COSTA et al., 2015).

Pires (2019), constatou resultados bastante satisfatorios nas taxas de recuperagdo
de odcitos de doadoras da raca Senepol, tendo uma variacdo entre doadoras e

apresentando melhores taxas nos meses de fevereiro, marco e abril.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar fatores ambientais, localizacdo geogréfica e genéticos que impactam
a taxa de recuperacdo de odcitos, qualidade de o6citos, e quantidade de embrides bovinos

oriundos da producéo in vitro.
Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da raca da doadora sobre a taxa de recuperacdo de oocitos,
qualidade de odcitos e quantidade da producdo de embrides bovinos oriundos da
producgéo in vitro;

Analisar os efeitos estacdo do ano sobre a taxa de recuperacdo de odcitos,
qualidade de od6citos e quantidade da producdo de embrifes bovinos oriundos da
producao in vitro;

Avaliar a localizacdo geogréfica e altitude sobre a taxa de recuperacdo de
odcitos, qualidade de odcitos e quantidade da producdo de embrides bovinos oriundos

da producéo in vitro.
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CAPITULO Il - EFEITOS AMBIENTAIS E GENETICOS AFETAM
A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

RESUMO

Pesquisas tém sido conduzidas para entender os fatores que interferem na eficiéncia da
producdo e transferéncia de embrides bovinos. A investigacdo de diferentes tratamentos,
influéncias e estratégias que possam melhorar a qualidade oocitaria das doadoras, tem o
intuito de tornar os processos mais eficientes e viaveis, mesmo sob condi¢Oes adversas.
Dessa forma, objetivou-se avaliar dados retrospectivos da producao in vitro de embrides
(PIVE) bovinos, a fim de identificar fatores ambientais (estacdo do ano e localizacdo
geogréfica) e genéticos (raca da doadora) que impactam a taxa de recuperacao e qualidade
de odcitos, quantidade e qualidade de embrides oriundos da producéo in vitro. Este estudo
retrospectivo ndo controlado e exploratério analisou dados disponibilizados pela empresa
Samvet Embrides®. Registros da PIVE das ragas bovinas Nelore, Brahman, Brangus,
Girolando, Gir, Guzolando, Holandés, Jersey, Pardo-Suico, Senepol e Tabapud,
disponiveis em planilha do Microsoft Excel®, foram examinados no periodo de 2017 a
2021. Avaliou-se o efeito da estacdo do ano, raca da doadora e localizacdo geografica
sobre a producdo in vitro de embribes bovinos. As variaveis analisadas foram: qualidade
ocitaria quanto ao grau (I, Il, 111), proporcéo em grau | (Pgi), Il (Pgii) e 1 (Piii), nUmero
de od6citos ndo viaveis (NV), porcentagem de odcitos ndo viadveis (Pnv), nimero de
odcitos viaveis (V), proporcdo de producdo de odcitos (OV), numero total de odcitos
(TOTAL), numero de clivados (CLI), porcentagem de clivados (Pcli), nimero de odcitos
maturados in vitro (MIV), quantidade de embrides produzidos (EP) e porcentagem de
embrides produzidos (Pembriao). A interacdo entre estacdo do ano e raca, a interagdo
entre localizacdo geografica e altitude exerceram efeito na producdo de odcitos totais e
viaveis. A producdo de odcitos grau | e grau Il foram semelhantes entre as esta¢es do
ano, porém, a producdo de grau Il foi maior no verdo do que no inverno. Dessa forma,
fatores ambientais, genéticos e localizagcdo geografica impactaram a taxa de recuperacéo
de odcitos, qualidade de odcitos e quantidade de embrides.

Palavras-Chave: Estacdo do ano, fertilizacdo in vitro, localizacdo geogréfica.



ABSTRACT

Research has been conducted to understand the factors that affect the efficiency and
transfer of bovine embryos.The investigation of different treatments, influences and
strategies that can improve the oocyte quality of donors, aims to make processes more
efficient and viable, even under adverse conditions. Thus, the objective was to evaluate
retrospective data from the in vitro production of bovine embryos (IVP), to identify
environmental (season and geographic location) and genetic (donor breed) factor that
impact the recovery rate and quality of oocytes, quantity, and quality of embryos from
in vitro production. This retrospective, uncontrolled and exploratory study analyzed
data made available by the company Samvet Embrides®.Pive records of cattle breeds:
Nelore, Brahman, Brangus, Girolando, Holstein, Jersey, Brown-Swiss, Senepol and
Tabapud, available in a Microsoft Excel®, were examined from 2017 to 2021. The
season effect, donor breed and geographic location on the in vitro production of bovine
embryos was evaluated. Regarding the variables: Oocyte quality in trms of grade I,
grade 11, grade I11, proportion in grade I (Pgi), proportion in grade 11 (Pgii), porportion
in grade I11 (Pgiii), number of non-viable oocytes (NV), percentage of number of non-
viable oocytes (Pnv), number of viable oocytes (V), proportion of oocyte production
(OV), Total number of oocytes (TOTAL), number of cleaved (CLI),percentage of
cleaved (Pcli), number of in vitro matured oocytes (IVM), number of produced
embryos (EP), and percentage of produced embryos (Pembriao) were also evaluated.
The interaction between season of the year and race, as well as the interaction between
geographic location and altitude, influence the production of total and viable oocytes.
Grade | and grade 11l oocyte production are similar between seasons, but grade Il
production is greater in summer than in winter. Thus, environmental, genetic, and
geographic location factors impact the oocyte retrieval rate, oocyte quality and embryo
quantity.

Key words: Seasons of the year, in vitro fertilization, geographic location.
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1. INTRODUCAO

Com a expansao do rebanho bovino brasileiro, tem-se buscado cada vez mais
ferramentas que possam trazer maior eficiéncia em escala produtiva, utilizando o
melhoramento genético associado com a implementacdo de biotecnologias reprodutivas
que melhoram os indicadores zootécnicos e aumentam a produtividade e lucratividade da
bovinocultura de corte e leite (COELHO et al., 2021).

A utilizacdo da PIVE apresenta desafios como o baixo nimero de embrides viaveis
produzidos (SCANAZEZ et al., 2013). Além disso, fatores ambientais interferem na
qualidade inferior de o6citos e menor chance de sobrevivéncia embrionéaria (SOARES et
al., 2021), condicGes de cultivo in vitro, condi¢es fisiologicas da doadora e efeito do
touro (SILVA et al., 2015; MELLO et al., 2016; PINHEIRO et al., 2022).

Polsky et al. (2017) relataram que os efeitos das altas temperaturas ambientais nos
animais de producéo, antes limitados as areas tropicais, estenderam-se as latitudes do
Norte devido ao aumento da temperatura global. Também destacaram que as altas
temperaturas exercem influéncia na atividade reprodutiva, principalmente em vacas
leiteiras e que 0 monitoramento constate dos efeitos climaticos tornam-se imprescindiveis
para manter o equilibrio ambiental e animal. E importante ressaltar que a lucratividade e
rentabilidade da producdo animal sdo direcionadas com a eficiéncia reprodutiva do
rebanho. Técnicas que aprimorem a eficiéncia reprodutiva sdo indispensaveis para
eficacia e aumento do melhoramento genético do rebanho (SILVA & SENEDA, 2021).

Espera-se com o presente estudo, identificar quais sdo os fatores que podem
influenciar a PIVE no intuito de propor estratégias de manejo reprodutivo. Os resultados
auxiliardo em decisdo mais assertiva quanto ao periodo do ano para intensificar a
producdo in vitro de embrides baseada na raca e localizacdo geografica em que os animais
se encontram.

Dessa forma, objetivou-se, determinar fatores ambientais, genéticos e localizacdo
geogréfica que impactam a taxa de recuperagdo de odcitos, qualidade de odcitos e

quantidade de embrides bovinos oriundos da produgéo in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Dados da produgéo in vitro de embrides entre 2017 e 2021 foram disponibilizados
pela empresa Samvet Embrides® (Morrinhos, Goias, Brasil) por meio de planilha do
Microsoft Excel®. Trata-se, portanto, de um estudo retrospectivo no controlado.

O banco de dados original continha 6411 observacbes com as seguintes
informacdes: datas das aspirac6es foliculares (n = 6411), nome do proprietario e cliente
(n =6409), nome da doadora, raca da doadora (n = 6408), registro da doadora (n = 6403),
nome do touro que foi utilizado na FIV (n = 6407), raca do touro (n = 6408), registro do
touro (n = 6392), data da partida da dose de sémen do touro (n = 6281), central da dose
de sémen (n = 6241), tipo de sémen (convencional ou sexado, n = 6363), classificacdo da
qualidade oocitaria em grau | (n = 6256), grau Il (n =6257) e grau Il (, n = 6256), nmero
de odcitos vidveis (n = 6387), numero de odcitos maturados in vitro (n = 6406), niUmero
de embrides produzidos (n = 6411), vitrificados (n = 6408), envasados (n = 6408), nimero
de embrides transferidos (n = 6411) e quantidade de prenhez no primeiro diagnostico apés
30 dias (n = 6411).

Apobs avaliacdo e selecdo das informagdes relevantes do banco de dados,
acrescentou-se informacdes sobre a estacdo do ano e a localizacdo geogréafica da cidade
em que foram realizadas as aspiracoes foliculares. As estacdes do ano foram estabelecidas
de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia, e a estagdo outono compreende de
20 de margo a 21 de junho, inverno de 21 de junho a 22 de setembro, primavera de 22 de
setembro a 21 de dezembro e verdo de 21 de dezembro a 20 de marco (INMET, 2021). A
localizacdo geogréafica das cidades foi determinada usando os nomes dos proprietarios e
clientes. Essas informac6es foram complementadas com os cddigos dos municipios, além
de dados de latitude, longitude e altitude. (IBGE, 2022).

Informacdes especificas sobre a PIVE foram inseridas como variaveis: propor¢do
em grau | (Pgi) calculada a partir do numero de grau | e dividido pelo nimero total de
odcitos, proporcdo em grau Il (Pgii) calculada a partir do niamero de grau Il e dividido
pelo nimero total de odcitos e proporcao em grau Il (Pgii) calculada a partir do nimero
de grau Il e dividido pelo numero total de odcitos. Porcentagem de nimero de odcitos
ndo viaveis (Pnv) calculado a partir do nimero de od6citos ndo viaveis e divido pelo
numero total de oocitos e multiplicado por cem, propor¢cdo de odcitos vidveis (OV)

calculado pelo nimero de oocitos vidveis e dividido pelo nimero de oodcitos total,
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porcentagem de odcitos clivados (Pcli), calculado pelo nimero de clivados dividido pelo
namero de odcitos maturados in vitro e multiplicado por cem, porcentagem de embrides
produzidos (Pembriao) calculado pelo numero de embrides e dividido pelo nimero de
odcitos maturados in vitro e multiplicado por cem.

O banco de dados utilizado para andlise contou com 6403 observacoes; latitude,
longitude e altitude (n = 6374); raca da doadora e raga do touro (n = 6402); central (n =
6216); sémen (n = 6357); classificacdo da qualidade oocitaria grau | (n = 6249), grau Il
(n = 6250) e grau Il (n = 6249); Pgi, Pgii e Pgiii (n = 6258); numero de o0citos viaveis
(N.V.; n = 6242), porcentagem de numero de odcitos viaveis (Pnv; n = 6258), nimero
total de odcitos (TOTAL; n = 6258), nimero de odcitos vidveis (V; n = 6258),
porcentagem de odcitos viaveis (OV; n = 6257), numero de odcitos maturados in vitro
(MIV; n = 6380), numero de odcitos clivados (CLI; n = 6357), porcentagem de clivados
(Pcli; n = 6380), nimero de embrides produzidos (EP; n = 6380) e porcentagem de
embrides produzidos (Pembri&o; n = 6380).

O Quadro 1 mostra os valores minimos, médios e maximos dos fatores analisados
nos modelos estatisticos, enquanto a Tabela 1 apresenta a quantidade de observacdes dos

fatores analisados nos modelos estatisticos.

Quadro 1 - Valores minimos, médios e maximos dos fatores analisados nos modelos
estatisticos.

Valores Localizacdo geografica

Minimo Latitude Longitude Altitude
Minimo - 49,99 - 52,55 258,3
Médio - 20,51 - 46,08 752,3
Maximo - 15,24 - 16,26 957,5

Min. = Minima; Méd. = Média; Max. = Maximo.

Tabela 1 - Quantidade de observagdes dos fatores analisados nos modelos estatisticos.

Cidade Raca Central Estacdo do ano Tipo de sémen
1 (2669) Nelore (593) A (1956) Inverno (1523) Convencional (752)
2 (486) Brahman (214) B (892) Outono (1416) Sexado (5177)
3(477) Girolando C (657) Primavera (1777)
(1770)
4 (375) Gir (2960) D (640) Verdo (1213)
5 (249) Holandés (194) E (568)
6 (236) Senepol (120) F (526)
7 (1437) Outras (78) G (690)
Total 5693 5929 5929 5929 5929
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Um primeiro modelo estatistico foi criado com as varidveis Gl, Pgi, Gll, Pgii,
GlII, Pgiii, N/V, Pnv, TOTAL, V, OV com efeito estacdo do ano, latitude, longitude,
altitude, raca da doadora. Um segundo modelo foi desenvolvido com as variaveis MIV,
CLI, Pcli, EP, Pembriao com efeito estagdo do ano, latitude, longitude, altitude,
cruzamento entre as ragas (cross), central e tipo de sémen (sexado ou convencional).

Os resultados das observacdes foram obtidos atraves de andlises estatisticas
utilizando o software R Core Team® (2021). Analisou-se diferentes modelos para
determinacdo dos efeitos da estacdo, ragca da doadora, raca do touro, central, latitude,
longitude e altitude e tipo de sémen sobre as variaveis analisadas. O melhor modelo foi
escolhido utilizando a funcao andlise de variancia (ANOVA) do pacote CAR e pacote
Irtest com pacote Imtest, submetendo ao modelo Generalized Linear Model ou Modelo
Linear Generalizado (GLM).

Para calculo de médias utilizou-se o pacote emmeans dos quadrados minimos com
a funcdo emmeans, no teste dos modelos de distribuicdo a estatistica de dispersao nas
variaveis com modelo linear (Family = Poisson) no glm, modelo binominal negativo (nb),
assumindo que os dados tém distribuicdo binominal negativa e também utilizou o modelo
de zero inflados zeroinfl (dist = *’Poisson”) e zeroinfl (dist = ’neglin”) na escolha das
variaveis que entram no modelo. Utilizou o Teste de Tukey a 5% de significancia, ou
seja, comparando todos os possiveis pares de médias e baseia-se na diferenca minima
significativa. A Tabela 2, mostra os modelos e pacotes que foram utilizados para testagem
da modelagem.

Realizou-se também a correlacdo através dos pacotes complot, RcmdrMisc com
“Pearson” e a andlise de componentes principais (PCA) com pacotes FactoMineR e
pacote Factoesctra, utilizando os quatro primeiros componentes ou dimensdes por

reterem mais de 70% da variancia.
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Tabela 2 - Modelos e pacotes para determinacéo dos efeitos sobre as variaveis respostas.

Variavel Modelo Pacote
Gl Zeroinfl(formula=Gl~estacao*racadoadora+LATs*Longs*ALTs/estacao*r CAR,
acadoadora+LATs*LONGs*ALTs,data=dt2,dist="negbin”) MASS,PS
CL
Gll zeroinfl(formula=GlI~estacao*racadoadora+LATs*Longs*ALTs/estacao*r CAR,
acadoadora+LATs*LONGs*ALTs,data=dt2,dist="negbin”) MASS,PS
CL
Gl Zeroinfl(formula=GllI~estacao*racadoadora+LATs*Longs*ALTs/estacao CAR,
*racadoadora+LATs*LONGs*ALTs,data=dt2,dist="negbin”) MASS,PS
CL
Pgi zeroinfl(formula=round(Pgi*100,0)~estacao*racadoadora+LATs*Longs*A
LTs/estacao*racadoadora+LATs*LONGs*ALTs,data=dt2,dist="negbin”)
Pgii zeroinfl(formula=round(Pgii*100,0)~estacao*racadoadora+LATs*Longs* CAR,
ALTs/estacao*racadoadora+LATs*LONGs*ALTs,data=dt2,dist="negbin” MASS,PS
CL
Pgiii zeroinfl(formula=round(Pgiii*100,0)~estacao*racadoadora+LATs*Longs* CAR,
ALTs/estacao*racadoadora+LATs*LONGs*ALTs,data=dt2,dist="negbin” MASS,PS
) CL
\Y glm.nb( formula = V~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTSs, CAR,
data = dt2, init.theta = 2.502126866, link = log) MASS,PS
CL
N.V glm.nb( formula = N.V~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTs, CAR,
data = dt2, init.theta = 2.334804206, link = log) MASS,PS
CL
Total glm.nb( formula = TOTAL~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * CAR,
ALTs, data = dt2, init.theta = 2.72766015, link = log) MASS,PS
CL
Pnv glm.nb( formula = Pnv ~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTS, CAR,
data = dt2, init.theta = 2.420834202, link = log) MASS,PS
CL
ov glm.nb( formula = OV~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTSs, CAR,
data = dt2) MASS,PS
CL
CLI glm.nb( formula = CLI ~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTs, CAR,
data = dt2, init.theta = 2.033818173, link = log) MASS,PS
CL
Pcli glm.nb( formula = Pcli~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTSs, CAR,
data = dt2, init.theta = 4.160461343, link = log) MASS,PS
CL
MIV glm.nb( formula = MIV~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * CAR,
ALTs, data = dt2, init.theta = 2.758340285, link = log) MASS,PS
CL
EP glm.nb( formula = EP ~ estacao * racadoadora + LATs * LONGs * ALTSs, CAR,
data = dt2, init.theta = 1.25311667, link = log) MASS,PS
CL
Pembrido glm.nb( formula = round(Pembriao * 100,0) ~ estacao * racadoadora + CAR,
LATs * LONGs * ALTs, data = dt2, init.theta =1.16254259, link = log) MASS,PS
CL

Gl = Grau I; GIl = Grau Il; GIl = Grau IlI; Pgi = Proporcéo de grau I; Pgii = Proporcédo de grau Il; Pgii =
Proporgao de grau Ill; V = NUmero de od6citos viaveis; N.V = Numero de odcitos ndo viaveis; Total =
Nuamero total de odcitos; Pnv = Porcentagem de o6citos ndo vidveis; OV = Propor¢do de odcitos viaveis;
CLI = Ndmero de clivados; Pcli = Porcentagem de odcitos clivados; MIV = NUmero de o6citos maturados
in vitro; EP = NUmero de embrides produzidos; Pembrido = Porcentagem de embriGes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3 apresenta as minimas, médias, medianas e maximas das variaveis grau
(1, 11, 111), proporcéo de grau (I, 11, 1), nimero de odcitos ndo viaveis, porcentagem de
odcitos nao viadveis, numero total de odcitos, niUmero de odcitos vidveis, proporcédo de
o0citos vidveis, numero de odcitos maturados in vitro, nimero de clivados, porcentagem

de odcitos clivados, nimero de embribes produzidos e porcentagem de embrides.

Tabela 3 - Valores minimos, médios, mediana e maximos das variaveis grau I, 1l, 111,
propor¢do grau |, proporgdo grau I, proporgdo grau Ill, nimero de odcitos ndo viaveis,
namero total de odcitos, propor¢do de odcitos viaveis, maturagdo in vitro, nimero de
clivados, porcentagem de odcitos clivados, numero de embrides produzidos, porcentagem

de embribes que foram analisados nos modelos estatisticos.

Variaveis Resultados
Minimo  Média Mediana Maximo
Grau | 0,000 0,000 2,357 50,000
Grau Il 0,000 10,00 12,81 153,00
Grau I 0,000 7,000 9,675 133,00
Proporcdo grau | 0,000 0,000 0,076 1,000
Proporgéo grau Il 0,000 0,400 0,406 1,000
Proporcao grau 1l 0,000 0,285 0,330 1,000
NUmero de o6citos ndo vidveis 0,000 4,000 5,302 74,000
Porcentagem de odcitos ndo viaveis 0,000 0,167 0,187 1,000
NUmero total de o6citos 1,00 25,00 30,14 231,00
Numero de o00citos viaveis 0,00 20,00 24,84 231,00
Proporcéo de odcitos vidveis 0,000 0,833 0,812 1,000
Maturacao in vitro 1,00 21,00 25,17 145,00
NUmero de clivados 0,00 11,00 13,61 99,00
Porcentagem de odcitos clivados 0,000 0,560 0,5433 1,000
NUmero de embrides produzidos 0,000 5,000 7,211 82,000
Porcentagem de embribes 0,000 0,273 0,292 1,000

A Tabela 4 mostra que o total de odcitos sofreu efeito significativo do fator estacéo
do ano, raca da doadora e na interacdo estagdo do ano com raca da doadora, efeito
altamente significativo das interagcdes de latitude e altitude, longitude e altitude, bem
como na interacdo latitude, longitude e altitude. No entanto, quanto avaliado
separadamente, estes parametros, ndo demostraram efeito sobre o nimero total de oécitos.
Observou-se que a interacdo da localizacdo e altitude teve efeito para a obtencéo de

numeros de 00citos totais, nimero de odcitos viaveis e numero de oodcitos de grau Il. Essa
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interacdo relaciona-se com os fatores climaticos e causam efeito na quantidade de o6citos
totais, e quantidade de odcitos grau I1.

Demostrado por Naves (2020), efeito do grupo racial versus estacdo do ano na
producdo de o0citos totais e 00citos vidveis, no periodo seco os zebuinos foram superiores
aos taurinos. O que reforga o resultado deste trabalho, em que a estacdo do ano influenciou
no nimero de odcitos de grau Il e I1l, nimero de odcitos vidveis e nimero de o6citos
totais. A raca da doadora teve efeito no numero de odcitos grau I, grau 11, grau 111, nGmero
de o0citos viaveis e numero de odcitos totais.

Corroborando com os resultados deste trabalho Naves (2020), reportou efeito da
estacdo do ano no nimero de o6citos totais e viaveis classificou as esta¢cdes do ano como
seca de abril a setembro e chuvas de outubro a mar¢o. Trazendo o efeito da estacdo do
ano sobre a producao de odcitos de doadoras bovinas, a estacdo seca teve maior producéo
de nimero de odcitos totais 20,5 + 0,2 e nUmero de odcitos viaveis 16,3 + 0,2 j& que a
estacdo chuvosa foi de 22,9 + 0,2, 18,4 + 0,2 respectivamente.

Berling et al. (2022) observaram que vacas holandesas de alta produtividade
submetidas ao estresse caldrico trinta dias antes da aspiragéo folicular sofreram influéncia
da temperatura na producdo de odcitos (P = 0,0012), embrides totais (P = 0,0024) e
embrides de grau | (P = 0,0003), foi constatado que, produzindo menor quantidade de
odcitos viaveis. Entretanto, quando estiveram sob estresse térmico no dia 0, as vacas ndo
apresentaram reducdo no numero de odcitos viaveis (P = 0,5497).

Neste estudo observou-se interagédo significativa da latitude, longitude e sobre o
namero de odcitos viaveis. Conforme Rocha et al. (2012), a quantidade de o6citos vidveis

esta relacionada com o ambiente em que o animal esta submetido.
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Tabela 4 - Resultado de p-value da anélise de variancia considerando os efeitos com e
sem interacdo dos fatores: estacdo, raca da doadora, latitude (LATS), longitude (LONGS),
altitude (ALTS) e suas interacdes nas variaveis grau I, grau Il, grau 111, nimero de o0citos

viaveis e nimero total de odcitos.

Resposta Grau | Grau ll Grau Il Viaveis Total
Estacéo do ano 0,136 2,2 16%%* 0,000*** 0,000*** 0,002**
Raca da doadora 1,548 2,27 16%%x 2,216k 2,27 16%%* 2,2 16%%*

14%%*

LATs 0,246 0,002** 0,715 0,712 0,528

LONGs 0,355 0,008** 0,602 0,828 0,965

ALTs 0,736 0,010* 0,012* 0,023* 0,126

Estacdo: raca da 0,145 4 52709%*% 7 GAP-05x*k 0,027* 0,025*

doadora

LATs: LONGs 0,771 2,443 07x%% - 0,249 0,403

LATs: ALTs 0,000*** 8 570 08*** - 4, 34707x** 5,999
08%*+*

LONGs: ALTs 0,000%** 3,590 08*** - 4,366707%** 7,2200
08%*+*

LATs: LONGs: ALTs 0,558 2,08705**%* - 4,720°09%** 4,825-

084 %

(***) = significativo a 0,0%; (**) = significativo a 0,001 %; (*) = significativo a 0, 01%

Observou-se efeito da estacdo do ano e raca da doadora na quantidade de odcitos
viaveis e qualidade de odcitos em grau Il e Ill (Tabela 4). Tais resultados corroboram
com os encontrados por Kadarmideen et al. (2015) que observaram, menor qualidade dos
odcitos coletados na estacdo verdo em fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus,
mostrando que as altas temperaturas exercem influéncia na qualidade dos od6citos.

A estacdo do ano teve efeito nas variaveis grau Il, grau Il e no nimero de oécitos
viaveis e na raca da doadora teve efeito no grau I, grau Il, grau Ill, no nimero de odcitos
viaveis e no numero de odcitos totais, efeito bastante significativo na interacédo latitude e
altitude, longitude e altitude em grau I, grau 11, nimero de odcitos viaveis e totais (Tabela
4). Os resultados deste trabalho sdo semelhantes aos de Carneiro et al. (2019) que
confirmaram a influéncia da estagdo do ano sobre a qualidade de odcitos bovinos.

A estacdo do ano teve efeito no nimero de odcitos totais. Corroborando com 0s
resultados reportados por Carneiro et al. (2019) que tiveram a recuperagdo de oocitos
totais no inverno de 2.164 e no verdo de 3.037 odcitos. Os autores observaram também
maior quantidade de odcitos de grau | e grau Il na estagdo inverno e o6citos de grau 11l e
desnudos tiveram maior incidéncia no veréo.

A influéncia da interacdo da longitude, latitude e altitude com a quantidade de
odcitos viaveis e total foi verificado neste trabalho. E sabido que a sazonalidade
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correlaciona com latitude e altitude e exerce interferéncia no clima, umidade relativa do
ar e os principais efeitos na produgdo in vitro de embrides referem-se tanto aos
indicadores climaticos e nutricionais relativos a oferta e qualidade dos alimentos,
principalmente no sistema de criacdo a pasto (MELLO et al., 2016).

O ndmero de odcitos de grau | e grau Il ndo diferiram na estagdo outono, ver&o,
primavera e inverno (Tabela 5) A estagdo verdo apresentou maior nimero de o06citos grau
Il em relacdo a estacdo inverno (Tabela 5).

N&o houve diferenca na qualidade oocitaria grau | e grau Il independente da
estacdo do ano (Tabela 5). Divergindo do encontrado neste trabalho, Naves (2020)
concluiu que ha influéncia da temperatura e umidade na qualidade de odcitos,
apresentando maior numero e melhor qualidade na estacdo seca. De acordo com Rocha
et al. (2012) as elevadas temperaturas ambiente e umidade relativa do ar, caracteristicas
do clima tropical predominante na regido Centro-Oeste do Brasil, podem diminuir o
desemprenho reprodutivo das fémeas, podendo ser associado ao nimero e a qualidade de
o0citos viaveis.

Neste estudo, a maior producdo de odcitos de grau Il foi na estacdo verdo. Esta
resposta pode estar relacionada a maior disponibilidade de forragem neste periodo do ano.
Além disso, com o aumento do fotoperiodo, hé& incremento na ingestdo de matéria seca,
sugerindo que a luz pode afetar a liberagdo de horménios ou até mesmo a morfologia do
epitélio intestinal, podendo resultar em mudancas no metabolismo e maior eficiéncia na
utilizagdo dos nutrientes do alimento (ROCHA et al., 2011).

Similarmente, Amaral et al. (2014) relataram que animais expostos a dias longos
tenderam a aumentar o consumo alimentar pela maior visibilidade do alimento ou pelo
aumento das exigéncias nutricionais, em consequéncia de maior producdo estimulada
pela luz. Estes resultados vdo de encontro com os achados deste estudo em que a maior
quantidade de odcitos de grau Il foi verificada no verdo (Tabela 5), quando os dias sao
mais longos.

Além disso, Barcelos et al. (2003) verificaram que animais que atingiram a
puberdade mais jovens foram expostos a mais horas de luz (~ 30 dias). Os autores ainda
sugeriram que tal fato € por causa da maior liberacdo de horménio luteinizante em
resposta ao estradiol, em relacdo as novilhas sob dias curtos, gerando maior quantidade
de odcitos de grau Il na estacdo verdo. Complementarmente, Zerbielle (2014) ressalta que

os dias longos também aumenta o nimero de células do parénquima apds a puberdade.
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Tabela 5 - Médias e desvio padrdo do numero de odcitos de qualidade oocitaria de grau
I, grau Il e grau Il conforme as estagdes outono, verdo, primavera e inverno.

Estaco G_rau | Gr_au 1 Grgu 1
Meédia = DP Média = DP Média + DP
Outono 2,37+0,52A 16,2 + 1,97 48 9,53+0,65%
Verao 2,19 +0,604 18,4 + 2,434 8,26 + 0,494
Primavera 1,53 £0,384 15,2 +2,1548 10,05 + 0,751 A
Inverno 1,55 + 0.64 A 12,1+ 1,688 11,40 + 1,684

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si. DP = Desvio padrdo da média.

Jorge (2017) avaliou a classificagdo morfoldgica para os CCOs oriundos de
foliculos pequenos, observou-se diminuicdo significativa no Grau I, Grau Il da transicéo
Inverno-primavera (junho a novembro) para primavera-verdo (dezembro a fevereiro). A
transicdo de inverno-primavera e primavera-verdo teve diferenca de 3°C, ocorrido pelo
aumento da temperatura média de uma estacdo para outra. Constatou-se influéncia da
sazonalidade na classificacdo morfoldgica dos CCOs obtidos de foliculos pequeno e
médio. Os foliculos pequenos sdo morfologicamente superiores em qualidade oocitaria
grau | e grau Il na estacdo primavera-verao.

Araca Gir teve maior producdo de odcitos totais na estacdo verdo e outono, menor
producdo na primavera. Nelore e Senepol também apresentaram maior producdo na
estacao verdao e menor producdo no inverno (Tabela 6).

Cruvinel (2019) encontrou nas racas Gir e Girolando médias de odcitos totais de
25,28 e 32,20, respectivamente, valores semelhantes a este trabalho. Pires (2019), ao
avaliar a performance de doadoras Senepol, verificou média de 27,13 + 14,38 odcitos
totais por doadora, semelhante a quantidade de odcitos encontrado no inverno neste
trabalho. Santos (2020), ao avaliar a performance de doadoras da raca Jersey observaram
quantidade média de odcitos de grau Il na estagdo outono (6,96 + 3,26), no inverno (8,90
+ 4,23), na primavera (4,91 + 2,35) e no verao (5,10 + 4,41).

Grazia et al. (2016) relataram que as diferencas encontradas em taxas de
recuperacdo de oocitos podem variar pelas condi¢fes distintas que 0s animais se
encontram, como exemplos as condi¢des climaticas, de manejo e grupos genéticos, sendo
confirmado por Lima (2012), que a qualidade oocitéria esta ligada a sazonalidade, as
alteracdes celulares como redugdo da maturagdo nuclear ou morte celular sdo originadas
por periodos em que o0 animal se encontra em estresse térmico.

Watanabe et al. (2017) também observaram efeito da raca na producéo de odcitos

e constataram que fémeas bovinas Nelore e Gir tiveram maior nimero de o0citos
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coletados através da aspiracdo folicular do que fémeas bovinas da raca Senepol e
Holandés. E fémeas da raga Senepol apresentaram menor taxa de blastocistos na estacéo
outono e inverno, ja fémeas da raca Holandés tiveram menor taxa de blastocistos na
estacéo verao.

Grézia et al. (2016) também, investigaram a eficiéncia da ovum pick-up (OPU) e
da produgéo in vitro de embrides provenientes de doadoras Girolando com sémen sexado
de touros oriundos de duas racas, Gir e Holandés. Vacas mesticas F1 (Gir x Holandés)
apresentaram capacidade como doadoras de odcitos e beneficio no sistema de producgéo
in vitro de embrides proximos as vacas zebuinas, independente da raca do touro doador
do sémen utilizado.

Bos taurus indicus possuem melhor taxa de recuperacdo de odcitos totais e
qualidade quando comparado aos Bos taurus taurus (BECHER et al., 2018). De acordo
com o observado na literatura, as racas Nelore e Gir produzem maiores numeros de
odcitos do que as racas Senepol e Holandés (WATANABE et al., 2017).

Tabela 6 - Namero total de odcitos por aspiragdo folicular de acordo com a estacdo do
ano para raca da doadora Brahman, Girolando, Gir, Guzolando, Holandés, Nelore,
Senepol (SENEPOL) e Tabapué (TAB).

Raca Estacdo

¢ Verao Outono Primavera Inverno
Brahman 27,77 25,54 31,14 31,3
Girolando 30,0 31,44 29,8A 29,1A
Gir 24,04 23,84 21,78 22,7/
Guzolando 10,67 14,3~ 25,04 15,7A
Holandés 21,94 23,84 20,34 20,54
Nelore 36,17 33,078 33,678 28,08
Senepol 41,2* 40,278 39,878 27,38
Tabapua 37,7° 32,04 15,94 36,14

Letras distintas na mesma linha diferem entre si.

N&o houve diferenca na producdo de embrides independente da estacdo do ano e
das racas das doadoras (Tabela 7), provavelmente por utilizar somente odcitos viaveis
para maturacg&o in vitro.

Os resultados do presente trabalho corroboram com Dourado et al. (2012) que
observaram que 0 numero de embries, produzidos in vivo em vacas da raca Gir
superovuladas, nédo foi afetado pelo verdo e inverno. Em outro recente trabalho, Dourado
et al. (2020) verificaram que vacas Bos indicus da raca Gir ndo apresentaram

comportamento estacional para produgéo in vitro de embrides.
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Faria (2020) obteve média de producéo total de embrides da raca Senepol de 5,29
+ 5,60, valores abaixo do encontrado neste trabalho, relatou que a contagem de foliculos
antrais € diretamente relacionada a maior quantidade de od0citos viaveis, embrides

clivados e total de embrides produzidos.

Tabela 7 - Porcentagem (%) de embrides produzidos de acordo com a estacdo do ano
para a raca da doadora Brahman, Girolando, Gir, Guzolando, Holandés, Nelore, Senepol
e Tabapud.

Raca Estacéo

¢ Verao Outono Primavera Inverno
Brahman 50,0 49 1A 48,147 42 5A
Girolando 35,64 33,1A 30,54 32,04
Gir 33,7 30,6% 33,14 31,8°
Guzolando 55,44 31,2A 41,54 30,6%
Holandés 22,47 21,27 22 547 29,6”
Nelore 33,24 35,34 28,07 27,24
Senepol 16,6" 12,01 15,94 16,14
Tabapua 48,2 39,6% 21,04 23,94

Letras distintas na mesma linha diferem entre si.

A raca Tabapua teve porcentagem de embrides produzidos semelhante a todas as
outras racas avaliadas enquanto a raga Brahman teve maior produgéo de embrides do que
a Girolando, Gir, Holandés, Nelore, Senepol. Girolando, Gir, Nelore, Guzolando e
Tabapua que tiveram a porcentagem de embrides semelhantes (Tabela 8).

A raca Holandés teve menor producdo de embrides que Brahman, Girolando, Gir.
Entretanto, teve maior producgédo de embrido que a raca Senepol. Senepol teve a menor
producdo de embrido, sendo semelhante apenas a raca Tabapua (Tabela 8).

Becher et al. (2018) encontraram maior média de embrides produzidos para raca
Nelore do que Brahman, e médias de embrides envasados semelhante para as racas Nelore
e Gir, sendo superiores a média na raca Brahman. Segundo Gréazia (2019), a raca Gir
produz mais blastocistos do que Holandesas e é independente da raga do touro.

Nogueira (2018) observou efeito da raca da doadora sobre as odcitos viaveis,
clivagem e producéo de blastocistos. A taxa de producéo de blastocistos para raca nelore
(30,74%), Girolando (32,83%), Brangus (17,23%), Holandesa (21,55%) e Senepol
(14,44%). Confirmando o exposto neste trabalho em que a raga Senepol teve menor
producéo de embrido em relagdo a raca Holandés.
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Tabela 8 - Porcentagem (%) de embrides produzidos de acordo com a raca das doadoras
Brahman, Girolando, Gir, Guzolando, Holandés, Nelore, Senepol e Tabapua.

Raca da doadora Média = DP
Senepol 15,0 + 2,27°
Nelore 30,8 + 2,68B¢
Girolando 32,7+3,12°8
Tabapua 31,3 + 7,301B¢D
Brahman 473 £ 4,777
Gir 32,3+ 3,008
Holandés 23,7 +2,82¢
Guzolando 38,5 + 7,44 ABC

Letras distintas na coluna diferem entre si. DP = Desvio padrdo da média.

A Figura 1 apresenta a correlacdo de Pearson das variaveis analisadas de forma
descritiva para entender o grau de dependéncia entre as varidveis, ou seja, quanto uma
variavel afeta a outra. Neste sentido, as cores azuis e vermelho em tons claros ndo tiveram
correlacdo, ndo tendo efeito sobre outra varidvel. Ja as que estdo em vermelho mais
intenso sdo as correlacdes negativas (representando coeficientes negativos). Portanto,
qguando uma variavel cresce a outra decresce e com azul mais intenso a correlagdo mais
positiva (representando coeficientes positivos) possuindo relacdo direta. Importante
ressaltar que as variaveis grau |, grau Il, grau Ill, N.V, TOTAL, V, CLI e EP foram
analisadas através de quantidade e as varidveis Pgi, Pgii, Pgii, OV, Pcli e Pembriao
analisadas como proporc¢do. O coeficiente de correlacdo de Pearson tem variacao entre -
1 e 1, indicando como a correlacdo se comporta. Quanto mais préximo de 1 mais positivo
a associacdo e estando mais proximo de zero menor é a correlagdo (FIGUEIREDO
FILHO et al., 2014).

Ao analisar a correlacdo observa-se que existe interdependéncia entre variaveis
grau I, grau Il, grau Il com uma correlacdo positiva, ou seja, possui relagdo direta no
aumento de nimero de odcitos nas qualidades oocitaria. A quantidade de odcitos clivados
e a correlacdo de embrides produzidos juntamente com o nimero de odcitos totais

possuem correlagao positiva.
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Pembriao

o e - > - =
S 2 8 B B8 & & & Z £ > 8 & o & ;
LATs | 1.00
ALTs 1.00 08
Gl 1.00 0.75
Gl 1.00 0.63 0.72| 0.76 0.69| 0.64 0.6
Glll 1.00 0.64 0.55
L 04
Pai 0.75 1.00
Pgii 0.63 1.00 -0.82
- 02
Pagiii 0.64 -0.82 1.00
NV 1.00| 0.71) 0.57 0.65 - o
TOTAL 0.72| 0.55 0.71 1.00| 0.98 0.94 0.81 0.65
r -02
v 0.76 0.57| 0.98| 1.00 0.93 0.81 0.65
o 1.00
- -0.4
MIV 0.69 0.65 0.94| 0.93 1.00 0.86 0.68
CcLI 0.64 0.81 0.81 0.86| 1.00 0.82 06
Pcli 1.00 0.58
- -0.8
EP 0.65| 0.65 0.68| 0.82 1.00 0.55
nbriac 0.58| 0.55| 1.00

Figura 1 - Correlacdo das variaveis Latitude, Altitude, Grau I, Grau Il, Grau IlI,
Proporcéo de grau |, Proporcao de grau I, Proporcao de grau Ill, nimero de o6citos ndo
viaveis, numero de odcitos totais, numero de o0citos vidveis, niumero de o06citos
maturados in vitro, nimero de clivados, Porcentagem de clivados, nimero de embriGes
produzidos e porcentagem de embrides

Na Figura 2 pode ser vista a porcentagem da exploracdo das variaveis nas
dimensdes de um a dez. A analise de componentes principais é uma técnica utilizada para
avaliar as inter-relacdes entre 0 numero de variaveis e explicitad-las em termos das
dimens0es inerentes (HONGYU et al., 2015).

Foi utilizado neste trabalho as dimensfes um, dois, trés e quatro pois apresentou
mais de 70% na analise da dimensdo. Essa anélise de componentes principais (PCA) foi
realizada para validacdo do comportamento do banco de dados, verificando que esta
condizendo com o esperado e LATs, LONGs, ALTSs, estacdo do ano e raca da doadora
ndo foram muito bem discriminadas pela analise de componentes principais.

Na Figura 3 estdo dispostos os resultados dos dois componentes ou dimensdes de

componentes principais nas variaveis de propor¢do grau I, proporcdo grau Il, proporgéo
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grau Ill, latitude, altitude, porcentagem de embrides, proporcao de clivados, proporgéo
de odcitos viaveis, qualidade de odcitos em grau I, grau Il, grau I1l, nGmero de embrides
produzidos, nimero de odcitos clivados, nimero de odcitos viaveis, nimero de o0citos

maturados in vitro, numero de odécitos total e nimero de oécitos ndo viaveis.

Scree plot

33.7%

Percentage of explained variances

1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6
Dimensions

,4_
-
©-
5]

Figura 2 - Porcentagem da exploracdo das variaveis nas dimens@es de um a dez.

O mapa perceptual na Figura 3 apresenta a relagcdo entre 0s componentes e as
variaveis. O primeiro componente explica 33,7% da variabilidade dos dados, enquanto
na dimenséo dois apresenta 17,3%.

A proporcéo de grau | e grau Il comportam no mesmo sentido da dimenséo 1 e a
proporcdo de grau 11 em oposicdo distinta, conforme demostrado. A proporcao de grau |
e grau Il sdo correlacionados positivamente entre si, significando que quanto maior a
proporc¢do de grau | maior sera a propor¢do grau Il, sendo oposto a latitude e proporcéo
grau Ill. Assim, o maior nUmero de odcitos de grau | esta direcionado para grau Il e

numero de embrides produzidos e clivados.
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Figura 3 - Resultados dos dois primeiros componentes ou dimensdes de componentes
principais nas variaveis de proporcdo grau I, grau |, grau Ill, latitude, altitude,
porcentagem de embrides, proporc¢éo de clivados, propor¢édo de odcitos viaveis, qualidade
oocitéaria grau I, grau Il, grau Ill, nGmero embrides produzidos, nimero de odcitos
clivados, numero de od6citos viaveis, niumero de odcitos maturados in vitro, nimero de
odcitos total e nimero de odcitos ndo viaveis.

Na Figura 4 estdo dispostos os resultados da terceira e quarta dimens6es de PCA
nas variaveis de proporcao grau I, grau Il, grau Ill, latitude, altitude, porcentagem de
embribes, porcentagem de clivados, proporcdo de odcitos viaveis, qualidade oocitaria
grau I, grau Il, grau Ill, nimero embrides produzidos, nimero de odcitos clivados,
namero de odcitos viaveis, nUmero de odcitos maturados in vitro, nimero de odcitos total
e nimero de o6citos ndo viaveis.

Na dimensao trés apresenta 11,1% e na dimensao quatro 10,1% das variaveis, grau

I11, nimero de odcitos clivados, numero de embrides produzidos, porcentagem de o0citos
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clivados e porcentagem de embrifes produzidos projetam na mesma dire¢do. Sendo
oposto para numero de odcitos totais, nimero de odcitos maturados in vitro, nimero de

odcitos nao viaveis e grau Il.

Variables - PCA

Pgi

05

Pembriao

Dim4 (10.1%)
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Figura 4 - Resultados da terceira e quarta dimensdes de componentes principais nas
variaveis de proporcdo grau I, grau Il, grau Ill, latitude, altitude, porcentagem de
embribes, porcentagem de clivados, propor¢do de odcitos viaveis, qualidade oocitaria
grau I, grau Il, grau Ill, nGmero embrides produzidos, niUmero de odcitos clivados,
namero de odcitos viaveis, nUmero de odcitos maturados in vitro, nimero de odcitos total
e numero de odcitos ndo viaveis.
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CONCLUSAO

A interacdo entre estacdo do ano e raga, e a interacao entre localizacdo geogréfica
e altitude exerceram efeito na producéo de o0citos totais e viaveis. Embora a producéo de
odcitos Gl e Gl foram semelhantes entre as estaces do ano, a producédo de Gll foi maior
no ver&do do que no inverno.

A estacdo do ano e a localizagdo geografica influenciaram o nimero de odcitos
totais. Entretanto, independente da raca, a estacdo do ano ndo interferiu na producao de
embrides.

A raca da doadora influenciou a producdo de embriGes, sendo que a raga Senepol
teve a menor producdo de embrides, sendo semelhante apenas a raca Tabapud. Brahman,

teve maior producdo de embrides do que Girolando, Gir, Holandés, Nelore e Senepol.
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