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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da doadora, estagdo do ano, do touro e do tipo de
sémen, na producdo in vitro de embrides da raca Sindi (Bos indicus). Para isso, avaliaram-se 434 sessdes de
aspiragao folicular in vivo (OPU), realizadas em 152 doadoras, com a utilizacao de s€émen sexado e ndo sexado
de 22 touros. Analisaram-se as seguintes variaveis: doadora; idade da doadora; estagdo do ano; touro; tipo de
sémen; odcitos recuperados; vidveis e degenerados; e as taxas de clivagem e de blastocistos. Observaram-se
efeitos da doadora e do touro sobre os odcitos recuperados, vidveis e degenerados e sobre a taxa de blastocisto.
O ano foi dividido em estagdes chuvosa, de outubro a marco, ¢ seca, de abril a setembro. Na estacao chuvosa,
a propor¢do de odcitos vidveis aumentou, enquanto a de degenerados diminuiu. As doadoras com menos de
seis anos tiveram maior propor¢ao de oocitos vidveis e menor, de degenerados. O sémen nao sexado obteve
as melhores taxas de clivagem e de blastocistos. Doadoras de até seis anos apresentam a maior propor¢ao de
odbcitos viaveis, e o maior niimero de odcitos vidveis € produzido na estagdo chuvosa. O s€émen ndo sexado
resulta em melhores taxas de clivagem e de blastocistos.

Termos para indexacdo: Bos indicus, doadora, OPU, sazonalidade, sémen.

Parameters of in vitro embryo production of the Sindhi breed

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effects of donor, season of the year, sire, and type of
semen on in vitro embryo production of the Sindhi breed (Bos indicus). To this end, 434 in vivo ovum pick up
(OPU) sessions, performed in 152 oocyte donors, were evaluated using sex-sorted or unsorted semen from 22
sires. The following variables were analyzed: donor; age of the donor; season of the year; sire; type of semen,;
recovered, viable, and degenerated oocytes; and cleavage and blastocyst rates. The effects of the donor and
sire were observed on recovered, viable, and degenerated oocytes, and on blastocyst rates. The year was split
into rainy season, from October to March, and dry season, from April to September. In the rainy season, the
proportion of viable oocytes increased, while the proportion of the degenerated ones reduced. Donors with
less than six years of age had a higher proportion of viable oocytes and a lower proportion of degenerated
ones. Unsorted semen obtained the best cleavage and blastocyst rates. Donors with up to six years of age show
the greatest proportion of viable oocytes, and the greatest number of viable oocytes is produced during the
rainy season. Unsorted semen shows the best rates for cleavage and blastocysts.

Index terms: Bos indicus, donor, OPU, seasonality, semen.

Introducao

A crescente necessidade de incremento da
produtividade pecuaria tem conduzido a aplicagdo de
varias técnicas de manejo reprodutivo, principalmente
a espécie bovina, que apresenta baixo numero de
descendentes e longo intervalo de geragdes. Neste
sentido, a producdo in vitro (PIV) de embrides ¢
uma ferramenta que vem sendo largamente utilizada
no Brasil, pois apresenta maior possibilidade de
multiplicacdo do material genético obtido de fémeas

bovinas e pode contribuir de forma decisiva, para
melhorar a qualidade e a quantidade do produto final,
seja carne ou leite (Gongalves et al., 2007; Rumpf,
2007).

A aplicagdo da PIV em escala comercial se tornou
viavel apds o advento da aspiragdo folicular in vivo
(ovum pick up — OPU) e pelo aperfeicoamento das
técnicas de cultivo embrionario in vitro (Pontes et al.,
2011). O nmimero total de embrides produzidos no
mundo, coletados in vivo e produzidos in vitro (PIV),
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apresentou aumento de 5,8% entre 2008 ¢ 2012. Entre
2012 e 2013, o aumento foi de 11,6%, chegando ao
total de 1.275.874 embrides produzidos (O Embrido,
2015). Atualmente, o Brasil consagrou-se como o lider
mundial na PIV de embrides bovinos, pois o nimero
de embrides produzidos in vitro foi de 546 mil em todo
o mundo, e nosso pais aparece em posi¢ao de destaque,
com mais de 70% do total produzido, algo em torno de
400 mil embrides (Perry, 2014).

O principal objetivo da PIV consiste na obtengao de
embrides viaveis, a partir de fémeas saudaveis de alto
valor genético e, também, daquelas que ndo podem mais
produzir descendentes pelas técnicas convencionais,
como vacas doadoras que apresentam infertilidade
provocada por tratamentos com gonadotrofinas.
Outra vantagem estd no fato de ndo ser necessario o
uso de hormonios para a recuperagao dos oocitos, o
que aumenta a vida reprodutiva das doadoras. Além
disso, a fertilizacdo in vitro de odcitos recuperados
permite a utilizacao de touros diferentes para doadoras
individuais, assim como viabiliza a utilizagdo do
sémen sexado (Andrade et al., 2012; Silva et al., 2015).

A relagdo entre o diametro folicular e a qualidade
do o6cito é importante para a selecdo dos foliculos que
serdo aspirados, e o sucesso ¢ a eficiéncia do programa
da PIV dependem da quantidade e da qualidade dos
complexos cumulus-o6citos (CCOs) recuperados
(Bols et al.,1995). Assim, a eficiéncia da producao de
embrides, como parametros para qualidade do odcito,
¢ determinada principalmente durante a fase de coleta
e de maturagdo, enquanto a qualidade dos embrides ¢é
determinada durante a fase de cultivo in vitro (Lonergan
et al., 2006). Geralmente, avaliam-se os seguintes
parametros PIV: odcitos recuperados (CCOs obtidos
a cada coleta); odcitos viaveis (CCOs classificados de
acordo com as caracteristicas das células do cumulus e
do ooplasma em graus I, II e III); odcitos degenerados
(odcitos degenerados, vacuolizados ou fragmentados,
desnudos ¢ atrésicos); taxa de aproveitamento (nimero
de odcitos viaveis em relagdo aos recuperados); taxa
de clivagem (nimero de embrides clivados em relagio
aos odcitos viaveis); ¢ taxa de blastocistos (nimero
de blastocistos em relagdo aos odcitos viaveis) (Silva
et al., 2015).

As ragas de origem indiana s3o de grande
importancia para a produgdo de carne e leite em
ambientes de clima tropical, e algumas se destacam
quanto a eficiéncia e a produtividade em diversos paises
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e regides geograficas. Entre essas ragas, a zebuina
Sindi (Bos indicus) apresenta aptidao leiteira, alta
resisténcia ao calor e estd presente em varias regides
da India, Paquistdo e paises da Asia, Africa, Oceania
e Américas. No Brasil, esta raca apresenta excelente
adaptabilidade as condigcdes adversas de manejo e
clima, principalmente na regido do Semiarido, no
Nordeste (Faria et al., 2004; Vieira et al., 2010).

A raca Sindi responde perfeitamente aos estimulos
de selecdo genética quanto ao desenvolvimento
ponderal, fertilidade e rusticidade, o que se reflete
em eficiéncia reprodutiva e capacidade de produgio
de leite, em rebanhos criados no Brasil (Mello et al.,
2014). Entretanto, apesar dos avangos da PIV para
algumas racas zebuinas, ainda ha poucos relatos sobre
a aplicagdo desta técnica a raca Sindi.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
doadora, da estagdo do ano, do touro e do tipo de
sémen, sobre a produgdo in vitro de embrides da raca
Sindi.

Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido por meio da coleta
de dados de producdo in vitro de odcitos € embrides,
em sessoes de aspiragdo folicular (OPU) realizadas
entre 25 de janeiro de 2008 e 15 de janeiro de 2015.
Esses dados foram fornecidos pela Empresa Comercial
Sexing Technologies do Brasil (Sertdozinho, SP),
Tecgene ¢ Embryo (Sdo José do Rio Preto, SP), por
meio de fichas individuais de PIV mantidas nas
Fazendas Reunidas Castilho (Novo Horizonte, SP).
As informacgoes referentes as idades dos animais
foram obtidas diretamente pelo endereco eletronico da
Associagdo Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ),
pelo link de acesso livre a “consulta publica de
animais”.

Os dados referem-se a 434 sessoes de OPU,
realizadas em 152 fémeas bovinas da raga Sindi
doadoras de oocitos, com idades de 2 a 24 anos,
devidamente registradas na ABCZ e procedentes de
duas propriedades (Fazendinha e Fazenda Lagoa,
localizadas na cidade de Novo Horizonte, SP),
pertencentes as Fazendas Reunidas Castilho. Estas
doadoras foram mantidas em condi¢des iguais de
manejo e alimentacdo, com pastagem de Urochloa
spp. (Syn. Brachiaria spp.), mineralizacdo e agua a
vontade.
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As sessoOes de aspiracdo folicular ndo tiveram uma
rotina especifica de frequéncia, tendo sido realizada,
em média, uma sessdo de aspiracdo a cada 20 dias.
Porém, em um ou mais meses, entre os anos de 2008
e 2015, ndo houve sessdo de aspiracdo folicular em
nenhuma das propriedades avaliadas, além disso, em
alguns meses, houve mais de uma aspiracdo folicular
por semana.

Avaliaram-se os seguintes fatores na PIV: doadora
(n=152), idade da doadora (até 6 anos vs acima de 6
anos), estacdo do ano (chuvosa vs seca), touro (n=22)
e tipo de sémen (ndo sexado vs sexado), quanto a seus
efeitos sobre os pardmetros de produgdo in vitro. Estes
parametros foram: oocitos recuperados (médiaterro-
padrdo), oocitos viaveis em graus [, II e III
(percentagem=erro-padrdo), oocitos degenerados em
grau [V (percentagem=+erro-padrao), taxa de clivagem
(percentagem=erro-padrdo) e taxa de blastocistos
(percentagemzerro-padrio).

As idades das doadoras foram categorizadas em
duas classes para verificagao de seu efeito, de modo que
a classe 1 abrangeu doadoras de até 6 anos de idade (2
a 6 anos, n=54 doadoras), ¢ a classe 2, doadoras acima
de 6 anos (7 a 24 anos, n=98 doadoras). Adotou-se
essa divisdo entre doadoras mais jovens e mais velhas
porque fémeas bovinas podem alcancar a maturidade
ovariana entre 5 ¢ 8 anos de idade (Peixoto et al.,
2006). Para se verificar o efeito da estagdo do ano,
consideraram-se as sessoes OPU realizadas na estacao
chuvosa (entre outubro e margo, 232 aspiragdes), € na
estagdo seca (entre abril e setembro, 202 aspiragdes).
Para avaliar o efeito do tipo de sémen, consideraram-
se as OPUs conforme o tipo do sémen utilizado para
as fertiliza¢des in vitro — s€émen ndo sexado e sexado
para o cromossomo X de 22 touros puros da raga Sindi
—, tendo-se utilizado diferentes partidas de sémen
de cada touro. Os efeitos individuais da doadora e
do touro sobre os parametros de produgdo in vitro
também foram avaliados.

Para os dados relacionados aos odcitos recuperados
(total de odcitos coletados), odcitos viaveis (total
de viaveis, em relacdo aos recuperados), oocitos
degenerados (total de degenerados, em relacdo aos
recuperados), taxa de clivagem (total de embrides
clivados, em relagdo aos oocitos vidveis) e taxa de
blastocistos (total de blastocistos, em relagdo aos
odcitos viaveis), realizou-se a analise de variancia pelo
procedimento Glimmix do SAS (SAS Institute Inc.,

Cary, NC, EUA). O nivel de significancia utilizado
para rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

Observou-se grande variabilidade na PIV quanto a
producdo de odcitos e embrides em doadoras da raca
Sindi (Tabela 1) — tal como observado pela literatura
em outras racas zebuinas —, em que algumas doadoras
produziram maior nimero de odcitos e embrides do
que outras (Pontes et al., 2011; Silva et al., 2015). Esta
variabilidade dos parametros oodcitos totais, vidveis
¢ degenerados e embrides totais e clivados pode ter
ocorrido em razdo da idade, da estag@o do ano e do tipo
de s€émen que foram avaliados no presente trabalho.

Houve efeito da doadora sobre a PIV de embrides
mas ndo sobre a taxa de clivagem (Tabela 2), o que
pode estar relacionado ao fator individual quanto a
competéncia dos oocitos para o desenvolvimento,
apesar das variagdes pertinentes a raca, idade e
escore de condi¢do corporal (Cushman et al., 2009).
De fato, observou-se uma grande variabilidade entre
as doadoras relacionada ao padrio individual de
recrutamento folicular. Apesar de ndo ter sido realizada
a contagem dos foliculos, é provavel que as fémeas
apresentassem diferentes quantidades de foliculos
para serem aspirados, ja que elas se encontravam em
diferentes estadios do ciclo estral (Burns et al., 2005).

O numero de odcitos recuperados de uma mesma
fémea ndo varia entre as sessoes de OPU, e ha um
recrutamento constante de novos foliculos antrais,
quando eles sdo aspirados, porém, com variagdo
individual de velocidade deste recrutamento. Dayan
et al. (2000) verificaram grande variagdo da producdo
de odcitos e embrides in vitro em vinte fémeas, € a

Tabela 1. Odcitos recuperados, odcitos vidveis, 00citos
degenerados, embrides clivados e blastocistos, em fémeas
da raga Sindi avaliadas de 2008 a 2015.

Parametro Total Minimo Maximo Média CV (%)
Odbcitos recuperados  11.793 2 139 27,2+19,9 5582
Odcitos viaveis 7.972 0 86 18,4+14,1 22,25
Odcitos degenerados  3.821 0 53 8,8+7,5 43,72
Embrides clivados 5.336 0 42 12,3£9,9 49,90
Blastocistos 2.820 0 32 6,5+5.4 66,10

CV, coeficiente de variagao.
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producdo de blastocistos variou entre 14,0 e 54,0%,
o que indica que, na mesma doadora, podem ocorrer
diferengas de producido de o6citos recuperados, oocitos
viaveis e embrides. No presente trabalho, as doadoras
que produziram maior nimero de odcitos recuperados,
odcitos viaveis e embrides, por sessdo de OPU, foram
as mesmas doadoras em cada sessdo, o que enfatiza a
repetibilidade da contagem dos foliculos antrais entre
as fémeas, com efeito direto sobre a PIV de embrides.

Houve efeito da idade da doadora sobre a PIV
de embrides (Tabela 2), que pode estar relacionado
a influéncia do envelhecimento sobre as fungdes
reprodutivas, pois, doadoras mais velhas, normalmente,
apresentam menor reserva folicular ovariana por
ocasido das alteragdes no perfil hormonal (Neves &
Marques, 2008). Fémeas mais jovens também podem
ter recrutado maior nimero de foliculos por onda de
crescimento folicular e, consequentemente, produzido
maior nimero de oocitos recuperados e vidveis por
sessdo de OPU (Malhi et al., 2006).

Quanto aos embrides, observou-se maior producao
em doadoras de 2 a 6 anos, quando comparadas
aquelas de 7 a 24 anos (Tabela 2). Malhi et al. (2008)
relatam que vacas mais velhas produziram menor
nimero de embrides e maior propor¢do de odcitos
ndo fertilizados e zigotos degenerados do que vacas

mais jovens. Doadoras mais velhas apresentam maior
quantidade de foliculos, com menor sensibilidade ao
hormonio foliculo-estimulante (FSH) e, portanto,
sdo incapazes de realizar a esteroidogénese de forma
normal, o que contribuiria para a menor capacidade de
desenvolvimento apds a fertilizagdo eaclivageminicial,
gerando maior percentagem de odcitos degenerados
(Malhi et al., 2007). No entanto, na presente avaliagao,
ndo houve efeito da idade da doadora sobre a produgdo
de embrides. A estagdo chuvosa aumentou a propor¢ao
de oocitos viaveis e diminuiu a de degenerados, o
que favorece a PIV de embrides (Tabela 3). Nao se
observou efeito da sazonalidade sobre o nimero médio
de oocitos recuperados nem sobre as taxas de clivagem
e de blastocistos. Apesar da alta temperatura observada
durante a estacdo chuvosa, a maior precipitacao
pluvial exerce efeito benéfico sobre a disponibilidade
de alimentos, ao aumentar a qualidade das forragens,
e faz com que os animais apresentem melhor condigao
nutricional e, consequentemente, produzam um maior
numero de odcitos na PIV. Durante a estacdo seca,
apesar da temperatura mais amena, a incidéncia das
chuvas ¢ bem menor, o que contribui para a piora
das pastagens e pode causar estresse nutricional as
doadoras, em caso de elas terem sido basicamente

Tabela 2. Odcitos recuperados, percentagem de odcitos viaveis e degenerados e taxas de clivagem e de blastocistos, de
acordo com a idade das doadoras da raga Sindi, avaliadas de 2008 a 2015.

Parametro 2 a 6 Anos 7 a 24 Anos Valor de P CV (%)
Odcitos recuperados 26,90+1,34 20,80+1,26 0,001* 86,60
Odbcitos viaveis (%) 68,50+0,01 64,40+0,01 0,01* 23,94
Odcitos degenerados (%) 31,50+0,01 35,60+0,01 0,01* 47,00
Taxa de clivagem (%) 74,40+0,03 70,00+0,02 0,31 39,00
Taxa de blastocistos (%) 25,00+0,01 28,20+0,01 0,07 66,62

*Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. CV, coeficiente de variagao.

Tabela 3. Oocitos recuperados, percentagem de odcitos viaveis e degenerados e taxas de clivagem e de blastocistos de
fémeas da raga Sindi, de acordo com a estagao do ano, de 2008 a 2015.

Parametro Chuvosa Seca Valor de p Ccv
(outubro a margo) (abril a setembro) (%)
Odbcitos recuperados 23,40+1,21 24,00+1,43 0,74 87,55
Odcitos viaveis (%) 67,80+0,00 64,00+0,01 0,02* 24,00
Odcitos degenerados (%) 32,20+0,00 36,00+0,01 0,02* 47,07
Taxa de clivagem (%) 70,40+0,02 73,62+0,03 0,45 39,01
Taxa de blastocistos (%) 26,80+0,01 26,70+0,01 0,95 66,89

*Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. CV, coeficiente de variagao.
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alimentadas em pasto durante o periodo de avaliagdo
(Camargo et al., 2007; Ferreira, 2011).

No presente trabalho, ndo se mediram diretamente
as variagOes sazonais sobre as caracteristicas das
pastagens. No entanto, esse efeito sobre as pastagens
tropicais ¢ bem documentado. Como o manejo
comumente empregado para as doadoras de ragas
zebuinas depende da obtencdo dos nutrientes das
pastagens, ele estd sujeito a grandes variagdes, pois,
a suplementacdo volumosa e concentrada ¢ menos
intensa. Isso poderia explicar a maior propor¢do de
odcitos viaveis obtida durante a estagcdo chuvosa, pois
as forragens tropicais, nessa época do ano, apresentam
aumento da digestibilidade dos seus nutrientes, o que
contribui para a obtengdo de melhores indices de PIV
(Fernandes et al., 2001; Dourado et al., 2012; Pereira,
2012).

Gama Filho et al. (2007) observaram efeito da
sazonalidade sobre a PIV em doadoras da raga Guzer3,
com interferéncia significativa na percentagem de
embrides produzidos entre o verdo e o inverno (41,
20 e 90, respectivamente). Fernandes et al. (2001)
também verificaram efeito da sazonalidade sobre
o numero de odcitos viaveis e degenerados em
doadoras da raca Nelore, o que ¢ indicativo de que
importantes modificagdes da func¢do ovariana, com
base na producdo e qualidade dos odcitos, podem ser
estimadas entre as estagdes. No presente trabalho,
ndo houve efeito da sazonalidade sobre a produgido
de embrides, provavelmente em razdo da satisfatoria
condigdo corporal das doadoras e, assim, a aspiragdo
folicular em fémeas Sindi pode ser feita o ano todo,
com a mesma eficiéncia da producdo de embrides in
vitro, independentemente da estagdo chuvosa ou seca.

Houve efeito do touro sobre a taxa de blastocistos,
mas ndo sobre a taxa de clivagem, o que indica que, no

Tabela 4. Taxas de clivagem e de blastocistos, em doadoras
da raga Sindi fertilizadas com sémen ndo sexado ou sexado
para o cromossomo X da mesma racga, avaliadas de 2008 a
2015.

Parametro Nao Sexado Valor CvV
sexado dep (%)

Taxa de clivagem (%) 76,42+0,02  58,89+0,04 0,005* 37,78

Taxa de blastocistos (%) 27,50+0,01  23,13+0,01 0,02* 66,10

*Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. CV, coeficiente de
variagdo.

momento de escolher o sémen para FIV, alguns touros
proporcionaram mais blastocistos do que outros, a partir
do mesmo nimero de odcitos. No entanto, o paradmetro
taxa de clivagem torna-se secundario, uma vez que o
objetivo dos programas PIV ¢ alcancar maior nimero
de blastocistos, ¢ ndo de clivados. Quanto ao tipo de
sémen, houve influéncia sobre as taxas de clivagem e
blastocistos (Tabela 4) que pode estar relacionada ao
processo de sexagem espermatica, que comumente
causa danos ao espermatozoide (Carvalho et al., 2014).
Ha relato de uma grande variabilidade na producao
in vitro de embrides com sémen sexado, que pode ser
atribuida a touros com diferentes capacitacdes para
a producdo de embrides (Palma & Sinowatz, 2004).
Hé também a possibilidade de que os espermatozoides
de alguns touros capacitem mais prontamente a
producdo de embrides in vitro do que outros, e de
que alguns animais sejam mais sensiveis aos danos
causados pelo processo de sexagem (Arruda et al.,
2012). E importante destacar que, nesse momento, o
parametro clivagem torna-se secundario, uma vez que
0 objetivo ¢ alcangar maior nimero de blastocistos e
nao de embrides clivados.

O efeito do touro e do tipo de sémen sobre a taxa
de blastocistos também foi observado ao se utilizar
oocitos de vacas Nelore e Gir, fertilizados com
sémen sexado ou ndo sexado de trés diferentes touros
Holandeses (Morotti et al., 2014). Do mesmo modo,
Trigal et al. (2012) confirmaram o efeito individual do
touro, assim como do tipo de sémen sobre a taxa de
blastocistos, que foi maior com o sémen ndo sexado do
que com o sexado.

Conclusoes

1. Doadoras de 2 a 6 anos da raca Sindi produzem
mais o6citos recuperados e vidveis na esta¢ao chuvosa,
por sessao de aspiracao folicular in vivo.

2. Ha efeito do touro sobre a taxa de blastocistos, mas
ndo sobre a taxa de clivagem; e doadoras fertilizadas
com sémen ndo sexado apresentam melhores taxas de
clivagem e de blastocistos, o que favorece o programa
de producao in vitro.
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