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PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES EM VACAS DAS RACAS
NELORE E GREYMAN.

RESUMO

A compreenséo dos fendmenos fisiologicos associados ao crescimento folicular e &
ovulacdo € fundamental para otimizacdo da eficiéncia reprodutiva nos rebanhos.
Particularidades reprodutivas entre Bos indicus e Bos taurus devem ser levadas em
consideracdo na aspiracdo folicular guiada por ultrassom aliada a producéo in vitro
de embrides. O sucesso da OPU (Ovum pick up) / PIVE (producdo in vitro de
embrides), depende de varios fatores, dentre os quais, o numero de odcitos obtidos
por colheita, o qual influencia a eficiéncia da técnica e caracteriza o rendimento de
oocitos em relacdo ao numero de foliculos aspirados. Neste sentido, na busca do
entendimento das repostas fisiolégicas dos complexos cumulus od6citos (CCOSs)
submetidos a maturacao in vitro, foram realizados dois experimentos. O primeiro
avaliou a expansao das células dos cumulus de odcitos submetidos a maturagéo in
vitro, apos aspiracdo de foliculos em diferentes dimensfes, acompanhados ou néo
pelo corpo luteo (CL). Para tanto, ovarios de abatedouro foram submetidos a
aspiracdo, seguidos de rastreamento, selecdo e maturacdo de odcitos. Imagens da
expansao das células do cumulus mensuradas ap6s 24 horas de maturacao foram
registradas, indicando o potencial da aspiracdo de foliculos < 3 mm, os quais
apresentaram melhores resultados na auséncia de CL. O achado permite maior
exploracdo da OPU em termos de visualizagcdo, punc¢éo e recuperacao de foliculos
menores subutilizados, os quais somariam ao rendimento de odcitos obtidos,
resultando em melhores indices de PIVE. No segundo experimento, os indices da
PIVE foram comparados em vacas doadoras das racas Nelore (n=5) e Greyman (n=
5) submetidas a OPU, com intervalo de 30 dias, totalizando trés réplicas de
aspiracdo. A raca Greyman, introduzida e adaptada recentemente na regido Norte
do Brasil, apresentou potencial na PIVE. Embora o rendimento da OPU em vacas da
ragca Greyman ndo tenha sido eficiente como nas vacas da raca Nelore, os indices

da PIVE mostraram-se compativeis aos indices obtidos nas vacas Nelore.

Palavras-chave: Zebuino. o6citos. maturacéo. fertilizacédo. PIVE.



PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES EM VACAS DAS RACAS

NELORE E GREYMAN.
ABSTRACT

The understanding of follicle growth and ovulation associated to physiological
phenomenon is fundamental to optimize reproductive efficiency in the herd.
Reproductive particularities between Bos indicus and Bos taurus must be taken into
account when using ultrasound guided follicle trans-vaginal aspiration/ ovum pick up
(OPU) in conjunction with produced in vitro embryo (PIVE). Successful OPU/PIVE
depends on a variety of factors, as oocyte numbers per aspiration section; which
influences the technique efficiency and characterizes the oocyte recovery rate per
aspirated follicle. Thus, searching for physiological responses from cumulus oocyte
complex (COCs) submitted to in vitro maturation; two experiments were performed:
the first experiment evaluated the oocyte cumulus cells expansion from oocytes
submitted to in vitro maturation after been obtained by OPU from ovarian follicles
with different dimensions, in the presence or absence of corpus luteum (CL).
Slaughter house ovaries were obtained and submitted to aspiration, classification,
selection and oocyte maturation. Expansion images from cumulus cells were taken,
and measured after 24 hours from start of maturation. The measures results,
reflecting maturation, indicated the potential in aspirating follicles < 3mm, with better
results when in absence of CL. These finding requires an exploration from OPU and
its capability in terms of small follicles visualization, aspiration and oocyte recovery
from sub utilized small follicles in the field. These follicles could add in OPU oocyte
recovery, and possibly results in better PIVE index. In the second experiment, PIVE
in Nelore (n=5) and Greyman (n=5) cattle breeds were compared. The cows were
submitted to OPU every 30 days, with a total of three (n=3) OPU sections. Greyman
cattle were recently introduced and adapted to North region of Brazil and the donor
cattle from this breed presented a reasonable potential for PIVE. Despite of the fact
that oocytes recovery rates in Greyman cows were not efficient as they were in
Nelore cows, the in vitro fertilized (IVF) embryos indexes from Greyman were

compatible with Nelore cow.

Keywords: Zebu. oocytes. maturation. fertilization. PIVE



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O experimento | avaliou uso de maior numero de foliculos na superficie ovariana,
considerando foliculos inferiores a 3 mm, ndo comumente usados para aspiracao in
vivo guiada por ultrassom, etapa inicial na producédo in vitro de embrides (PIVE).
Complexos cumulus odécitos (CCOs) de foliculos < 3mm e provenientes de ovarios
sem corpo luteo apresentaram maturacdo compativel aqueles de foliculos maiores
gue 3mm, normalmente aspirados para PIVE. O potencial para a aspiracdo de
foliculos menores subutilizados e aumento do numero de odécitos obtidos por sesséo
mostrou-se promissor. As informagdes sao relevantes para PIVE em racas menos
favorecidas, quanto ao rendimento de odcitos obtidos por sessdo de aspiracdo a
campo e subsequente maturacdo satisfatoria. O experimento Il verificou a
performance de vacas doadoras das racas Nelore e Greyman, com menor
rendimento em numero de odcitos por sessdo de aspiracdo para Greyman em
relacdo as Nelore. Resultados da PIVE para Greyman foram compativeis aos
indices das zebuinas. No entanto, rendimento de odcitos por sessao foi inferior nas
Greyman em relacdo as Nelore. O aumento da frequéncia de aspiracbes e o
aproveitamento de foliculos < 3mm, considerando o potencial de maturacdo dos
odcitos verificado no experimento |, podem influenciar positivamente indices da PIVE

de racas menos favorecidas como a Greyman e aumentar a producao das mesmas.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2018 foram produzidos 341.583 mil embribes in vitro zebuinos e
taurinos, nos seguimentos de bovinos de corte e leiteiro (STBE, 2018). Nos ultimos
dez anos, o Brasil tornou-se o pais lider no mundo em relagdo ao numero de
embrides produzidos in vitro (EUROPAN, 2009), fato atribuido ao elevado numero de
foliculos e odcitos recuperados de fémeas Bos indicus (HEAD, 1989). Este indice tem
estimulado estudos voltados as diferencas entre Bos indicus e Bos taurus quanto ao
potencial reprodutivo e a producdo in vitro de embrides.

As fémeas Bos indicus tém maior numero de ondas foliculares (NASCIMENTO,
2013) por ciclo e maior populacédo de foliculos antrais, com 5 mm de diametro, quando
comparadas as fémeas Bos taurus (RUSHEN, 2007). Além disso, os foliculos
dominantes e os corpos luteos (CL) sdo menores e 0 estro € mais curto nas fémeas
Bos indicus (TRILLO,2016). Desta forma, a compreensao dos fendbmenos fisioldégicos
associados ao crescimento folicular e a ovulacdo € fundamental para otimizar as
biotecnologias da reproducdo e, consequentemente, a eficiéncia reprodutiva dos
rebanhos.

Existem particularidades reprodutivas entre Bos indicus e Bos taurus que
devem ser levadas em consideracdo quanto ao emprego de técnicas de manejo, de
inseminacao artificial, transferéncia de embrides e aspiracdo folicular guiada por
ultrassom aliada a producéo in vitro de embrides.

Estas ferramentas permitem o melhoramento genético bovino e, possibilitam o
aumento do numero de descendentes com alto valor genético. Dentre as técnicas
citadas, destaca-se a producdo in vitro de embrides (PIVE), a qual utiliza odcitos
obtidos de ovarios de vacas abatidas em frigorificos ou de animais vivos. Neste ultimo
caso, a ovariectomia e laparoscopia foram preconizadas, embora, atualmente, a
aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassom € a técnica mais utilizada
comercialmente (TESSMANN, 2004).

O sucesso da OPU/PIVE depende de varios fatores: genética, raca e idade dos
animais (ROCHA et al., 1998); estacdo do ano (ALKATANANI et al., 2002), origem e
qualidade dos 00citos00000000000 (RIZOS et al., 2002), condi¢cdes de cultivo dos
olcitos e experiéncia do técnico, assim como, do nimero de odcitos obtidos por
aspiracdo (WATSON et al., 2000; LONERGAN et al., 2003)
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Em funcéo do clima tropical, o Brasil necessita de bovinos que se adaptem as
variacdes climéticas e a sazonalidade para manutencao de boa producédo de leite e
carne. Como exemplo, surgiram racas sintéticas, como a Girolando, representada
pelo cruzamento de 5/8 Holandés x 3/8 Gir, para a producdo de leite e a raca
Brangus, cruzamento de 5/8 Angus x 3/8 zebu, para a producéo de carne (ZANIN,
2013). Tais cruzamentos proporcionam novos resultados quanto ao desempenho de
caracteristicas produtivas e traz a necessidade de estudos quanto o potencial
reprodutivo destas racas.

Buscando cruzamentos com a base zebuina, uma nova raca Bos taurus foi
introduzida no Brasil, a Murray Grey, a qual surgiu a partir do cruzamento de um touro
Aberdeen Angus com uma vaca White Shorthorn, resultando nas primeiras linhagens
produzidas em 1905, no vale do Rio Murray, na Australia. O cruzamento do Murray
Grey com Brahman, por meio do uso da transferéncia de embrides deu origem a raga
Greyman.

No entanto, sdo escassas as informacfes quanto as particularidades da raca
resultante deste cruzamento, no que diz respeito ao potencial de producdo de
embrides in vitro, considerando a adaptacdo as condicdes climaticas do pais e,
principalmente, da regido Norte. No estado de Ronddnia, encontra-se a maior
concentracdo de rebanhos desta raca.

A complexidade dos processos envolvidos na produgédo in vitro de embrides,
desde a aspiracédo folicular até o estabelecimento da prenhez, traz a necessidade de
conhecimento quanto as possiveis diferencas nas respostas fisiolégicas das fémeas
bovinas. Neste sentido, a raca Greyman, recentemente introduzida no estado de
Rondbnia, apresenta grande potencial para a producdo de carne, embora sejam
escassas informacdes sistematicas sobre o seu desempenho quando submetida as
técnicas de reproducdo assistida, como a PIVE.

Fatores como adaptacdo ao clima e nutricAo disponivel nesta regido,
influenciam nas respostas fisiolégicas reprodutivas encontradas na raca,
possivelmente diferenciando a mesma de racas mais adaptadas, como as zebuinas.
Baseado no questionamento acima, e considerando o desempenho de diferentes
racas na PIVE, o presente estudo comparou o processo da PIVE entre vacas Nelore e

vacas Greyman, com énfase nas avaliagfes da etapa de maturagao oocitaria.
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2 OBJETIVOS

Verificar o potencial de maturacao de odécitos obtidos a partir de foliculos
ovarianos de diferentes dimensdes, na presenca ou auséncia de corpo lateo
(Experimento 1).

Comparar os indices da PIVE em vacas doadoras das racas Nelore e Greyman

(Experimento 2).

2.1 Objetivos especificos

Avaliar a maturacao in vitro por meio da expanséao das células do cimulus em CCOs
provenientes de foliculos dentro de trés categorias (< 3mm, 3 a 9 mm e > 9mm), na

presenca e auséncia de corpo lateo (Experimento 1).

Determinar e comparar os indices da PIVE (numero de odcitos viaveis obtidos na
OPU, taxa de clivagem embrionaria, blastocistos, blastocistos transferidos e prenhez)

em doadoras Greyman e Nelore (Experimento 2).

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Origem e introducao da raca Murray Grey em Ronddnia.

A origem da raca Murray Grey, se deu por volta do ano de 1905, na provincia
de Victoria, na Australia, nas margens do rio Murray. A propriedade era formada por
varios rebanhos de Aberdeen (KOUNDU, 2018).

O ano de 1905 fez parte de um periodo de quarenta anos, no qual a
Australia foi submetida a secas extremas, alternadas por chuvas torrenciais. Em 1902,
nao havia lugar em toda a Australia forragem area suficiente com forragem para
pastejo e relacionamento do gado. Estima-se que metade da populacdo australiana
de ovinos morreu de fome nesta mesma época. A condicdo da seca levou a um
processo casual, resultando na formagéo da raca Murray Grey.

Com a seca, os Sutherlands, donos da propriedade na qual a raca foi
originada, foram forcados a comprar vacas para substituir as perdas de seu rebanho.
Dentro dos lotes de vacas adquiridas havia vacas da raca Shorthorn, de cores cinza
clara, sendo tal aquisicdo involuntaria. As vacas foram expostas aos touros Angus,
procriando-se bezerros de tons acinzentados claros ou brancos acinzentados, o que

diferenciava os lotes de bezerros do rebanho.
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Os cruzamentos foram entdo sucessivamente sistematizados, até que em 1940
um touro Murray Grey foi acasalado com vacas Angus. O produto desse cruzamento
originou uma proporcao de sua progénie da mesma cor cinza (neve ou branco), com
rapido aumento em ganho de peso e melhor conversdo alimentar. A partir dai foi
criada a associagdo “Murray Gray Beef Cattle Society”, da Australia. Por ser
dominante, a diluicdo de cor da pelagem varia desde branco neve, ao branco prata,
podendo nascer alguns baios claros (bege), mas a selecéo é feita para predominio da
pelagem branca (LAGOS, 2015).

O Murray Grey se considera puro na quarta geragdo sobre a vaca Angus puro
de origem PO (93,75%), desde que a origem do rebanho materno tenha sido Angus.
Em 2000, foi tomada a decisdo de permitir a reintroducdo da genética do Angus na
raca Murray Grey, uma medida adotada por muitos criadores para expandir sua base
genética (KOUNDU, 2018).

A genética original tem um 6timo relacionamento com o Aberdeen Angus, dado
o processo de melhoramento genético da raca, caracterizada por uma base genética
limitada e uniforme, com um gendtipo de alto componente homozigoto. Esse fator
determina dois principais efeitos nos programas de cruzamento em que esta incluido:
a fixacdo rapida de caracteres (cor, conformacao e temperamento) e grande vigor
hibrido. O Murray Grey além de herdar a fertilidade, a qualidade da carne e a
precocidade do Aberdeen Angus, agrega, ainda, a pelagem clara e a docilidade
necessaria para formar racas sintéticas e cruzamentos ideais para zonas quentes.
Como cruzamentos de melhores resultados para zonas quentes, cita-se: Greyman
(Murray Grey x Nelore ou Brahman) e o cruzamento de Murray Grey com Senepol,
resultando no Senegrey (LAGOS, 2015).

O cruzamento do Murray Grey com o Nelore tem resultado em animais de cor
padronizada e pelagem curta. Todos os bezerros nascidos, mesmo tendo sido
cruzados com o gado Nelore padréo, de chifres, nasceram mochos (KOUNDU, 2018).

Os pecuaristas comecaram a trabalhar com a raca ha quatro anos, importando
material genético e, inicialmente, no intuito de produzir o meio-sangue. No entanto,
resultados favoraveis levaram ao investimento na criagao da raca pura. Hoje o que se
busca na pecuaria é a obtencdo de animais precoces, doceis, com boa terminacao de
carcaca, com carne diferenciada (marmoreio) para um mercado consumidor cada vez
mais exigente. No estado de Rondbnia, a raca foi introduzida por um grupo de

veterinarios e zootecnistas do Cone Sul, os quais buscaram nos paises como Uruguai
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e Argentina exemplares das racas para implantagdo de programas de cruzamento em
fazendas localizadas na regido de Cabixi, em Rondonia (ARDENGHY, 2018).

O cruzamento de Murray Grey x Brahman, deu origem a raca Greyman,
resultando inicialmente em 23 machos e 22 fémeas nascidos no Mato Grosso e
trazidas para Rondo6nia. Estes animais foram criados até o desmame a campo e com
proteinado no creep feeding, apds o desmame, foram levados para regido de Cabixi,
no cone sul do estado de Ronddnia. Deixados em regime de campo (Brachiara) e sal
proteinado de baixo consumo.

De acordo com Ardenchy (2018), os machos nasceram em setembro de 2016
com aproximadamente 32 kg, foram desmamados dentro de 8,5 meses, com 331 kg
de peso médio, com 15 meses obtiveram o peso médio de 420 kg, com um ganho de
peso médio de 0,460 kg/dia. Os machos foram vendidos aos 20 meses, com 570 kg
de média p/c. e com ganho de peso do desmame até os 19 meses de 1,22 kg/dia .

As fémeas também nasceram no més de setembro de 2016, com
aproximadamente 30 kg, a desmama ocorreu com 8,5 meses de idade, com peso
meédio de 356 kg . Estas fémeas estdo em processo de coleta de embribes que serdo
fecundados com sémen Greyman % de onde nascerdo os Greyman 3/8 que serdo
usados em repasse para a formacdo do Greyman 5/8, que é semelhante ao Brangus,
com o diferencial da pelagem clara e da docilidade (ARDENCHY, 2018).

3.1.1 Particularidades reprodutivas das fémeas de racas Bos indicus e Bos taurus

Quanto aos aspectos reprodutivos, diferencas entre fémeas bovinas Bos
indicus e Bos taurus sdo observadas, tanto na dindmica, quanto nas estruturas
ovarianas (SARTORI et al., 2016). O diametro do foliculo ovulatério, assim como o
volume médio do CL sdo menores em animais Bos indicus comparados aqueles de
animais Bos taurus (SARTORI et al., 2016). Apesar de menores estruturas ovarianas,
fémeas Bos indicus apresentam maiores concentragbes séricas de hormdnios
esteroides, progesterona e estrégeno do que fémeas taurinas e estas diferencas séo
observadas tanto em fémeas com CL funcional, quanto com fontes exdégenas destes
hormonios (SARTORI et al., 2016).

Novilhas Bos taurus apresentam maturidade sexual e puberdade mais cedo
gue novilhas Bos indicus (RODRIGUES et al., 2002). Zebuinos criados nos trépicos

expressam idade estimada de puberdade entre 16 e 40 meses, enquanto animais Bos
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taurus entram em puberdade 6 a 12 meses mais cedo (ABEYGUNAWARDENA & et
al ; DEMATAWEWA, 2004; NOGUEIRA, 2004).

Apesar de maiores concentracbes de estrégeno, fémeas zebuinas
desenvolvem cios mais curtos, com duracdo em média de 12 horas e com
manifestagdo noturna, enquanto animais taurinos manifestam cio por mais tempo,
duracdo média de 16 horas (SARTORI et al., 2016). Porém, em fémeas leiteiras de
alta producdo, mais frequentemente em animais taurinos da raca Holandesa, o cio
também tende a ser mais curto, em consequéncia da alta taxa de metabolismo
(WILTBANK et al., 2006). Além disso, mais da metade dos animais desse grupo
genético iniciam a manifestacao de cio no periodo da noite (entre 18:00 e 6:00 horas),
sendo que cerca de 30% iniciam e encerram o estro durante a noite (PINHEIRO et al.,
1998), dificultando o manejo e a eficacia da deteccéo de cio.

Wolfenson et al (1995) demonstraram que vacas Holandesas em lactacao e
novilhas puberes apresentam predominéncia de duas ou trés ondas de crescimento
folicular por ciclo estral. Por outro lado, vacas da raca Gir apresentam a incidéncia de
trés até quatro ondas de crescimento folicular por ciclo estral (GAMBINI et al., 1998).

Além das diferengas no ciclo estral e no numero de ondas foliculares, a
populacdo de pequenos foliculos no ovario de vacas Nelore € maior que em ovarios
de vacas Holandesas e o didmetro do foliculo dominante e do foliculo ovulatério €
maior em vacas Holandesas (SARTORI et al., 2010). A duragédo da gestacdo em Bos
indicus € mais longa que a do Bos taurus (292 vs. 282 dias em média,
respectivamente (PASCHAL et al., 1991).

O uso da ultrassonografia permite melhor compreensao da dinamica folicular
ovariana de bovinos. Esta ferramenta ajuda a compreender as alteracdes fisiologicas,
morfolégicas e enddcrinas do ciclo estral de fémeas, incluindo o crescimento,
regressdo de foliculos ovarianos e ovulacdo, bem como, as alteracdes no CL
(ZACARIAS, 2015).

Existem diferencas na dindmica folicular entre Bos taurus e Bos indicus. O
namero de ondas de crescimento folicular por ciclo estral nos animais taurinos €,
predominantemente, de duas e trés ondas (GINTHER et al., 1989). Entretanto, em
zebuinos, varios estudos relatam a maior incidéncia de trés ondas, sendo também
observada a presenca de quatro (FIGUEIREDO et al.,, 1997; REIS et al.,, 2005;
COUTINHO et al., 2007) e de até cinco ondas de crescimento folicular por ciclo estral

(VIANNA et al., 2000). Observa-se, também, diferentes comprimentos de onda em um
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mesmo animal (REIS et al., 2005) e altera¢cdes no nimero destas de um ciclo para
outro (COUTINHO et al., 2007). A ocorréncia de duas ondas tem sido associada a
ciclos mais curtos, enquanto trés ou quatro ondas a ciclos mais longos (COUTINHO et
al., 2007).

Segundo Ginther et al. (1996), a duracéo da fase lutea determina o nimero de
ondas de crescimento folicular e a ocorréncia de terceira onda esta relacionada com
fase luteal mais prolongada. Borges et al. (2004) afirmaram que ha diferenca no
intervalo entre estros de vacas Zebu, sendo menor nos ciclos com duas ondas (18
dias), quando comparado com ciclos de trés ondas (20 dias) e de quatro ondas (25
dias).

Em um estudo recente foi feita a andlise temporal da dinamica folicular de
novilhas da raca Holandesa e da raca Gir mantidas sob as mesmas condi¢cdes de
manejo ambiental e nutricional. Foram demonstradas diferencas significativas entre o
namero de ondas foliculares por ciclo estral, sendo de 2,6 + 0,17 para as fémeas da
raca Holandesa e 3,4 + 0,24 para as fémeas da raca Gir, o numero de foliculos
recrutados apds a primeira onda folicular foi menor nas novilhas Holandesas (26,1 +
1,7) do que nas novilhas Gir (66,2 + 15,9), os didmetros dos foliculos dominantes
(11,8 £ 0,73 € 9,4 + 0,52) e o0 didametro maximo do corpo luteo (26,8 £ 0,54 e 22,3 +
0,98) foram maiores nas novilhas da raca Holandesa em comparacéo as novilhas da
raca Gir, respectivamente (BALDRIGHI, 2013).

Coutinho et al. (2007), em estudo com vacas Guzera, observaram diferenca na
taxa de crescimento do foliculo em ciclos com duas e trés ondas. Nos ciclos de duas
ondas, a velocidade de crescimento € menor (0,80+0,01) do que a do ciclo com trés
ondas (1,09+0,10). Isto ocorre porgue o foliculo da terceira onda esta sob baixa
concentracdo de progesterona. Em relacdo a persisténcia, o foliculo dominante de
ciclos com duas ondas persistiu por mais dias do que o de ciclos com trés ondas
(BORGES et al., 2004; COUTINHO et al., 2007).

O diametro maximo do foliculo dominante é variavel, quando comparado em
fémeas Bos indicus e Bos taurus. Em Bos taurus, séo descritos diametros maximos
de foliculos dominantes, em ciclos com duas ondas, de 17,1 e 16,5 mm, para a
primeira e segunda onda folicular, respectivamente e de 16,0 - 12,9 e 13,9 mm, em
ciclos de trés ondas (GINTHER et al., 1989).

Em Bos indicus, os diametros relatados foram de 13 e 14 mm para duas ondas,
13,0, 10,6 e 13,2 mm para trés ondas (BORGES et al., 2004) e 10,75 -9,75-9,0 e
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13,25 para quatro ondas (VIANA et al., 2000). O menor valor com relagdo aos
zebuinos pode estar relacionado a menor taxa de crescimento dos foliculos
dominantes (FIGUEIREDO et al., 1997).

Foi observado menor diametro do segundo foliculo dominante do ciclo de trés
ondas, que pode ser explicado devido a baixa concentragdo plasmética de
progesterona na primeira onda (CL em formacao).

A segunda onda ja comeca na presenca de um CL totalmente formado,
secretando elevadas concentracdes de progesterona, suficientes para inibir a
liberacdo de LH. A terceira onda coincide com a lutedlise e reducdo da secrecdo de
progesterona pelo CL, resultando no aumento da frequéncia de pulsos de Hormoénio
Luteinizante LH. Este fato também pode estar relacionado a menor duracdo de
crescimento dos foliculos da segunda onda (4,6 e 5,4 dias), quando comparado com
os foliculos da primeira (6,3 dias) e terceira ondas (6,1 dias) (BORGES et al., 2004).

Com relacdo aos foliculos subordinados, o didametro maximo foi de 6,4 a 8,0
mm (BORGES et al.,, 2004; COUTINHO et al.,, 2007), com periodo médio de
crescimento de 2,6 dias e persisténcia de 4,7 a 9,5 dias. Estes valores sao préximos
aos encontrados em taurinos (BORGES et al., 2004).

Estudos recentes realizados com ambos 0s grupos genéticos, em condi¢cdes
ambientais e nutricionais contemporaneas mostraram que animais Bos indicus
apresentaram maior numero de foliculos no dia da emergéncia da onda em relacdo
aos Bos taurus (CARVALHO et al. 2008; GIMENES et al. 2008). CARVALHO et al.
(2008) sincronizaram a ovulacdo de novilhas das ragcas Nelore, Angus, Gir. Neste
estudo, as fémeas Bos indicus (Nelore e Gir, combinadas) apresentaram 33,4 *+ 3,2
foliculos ao inicio da onda folicular, enquanto novilhas Bos taurus (Angus e HPB,
combinadas) tiveram 25,4 + 2,5 foliculos (P = 0,09). Similarmente, GIMENES et al.
(2008) observaram que novilhas da raca Nelore tiveram 29,7 + 3,1 foliculos no
momento da emergéncia da onda e que novilhas da raca HPB apresentaram 15,0 +
2,8 foliculos.

A onda de crescimento folicular ocorre desde o recrutamento folicular, onde ha
o crescimento do grupo de foliculos que faz a ativacdo do foliculo primordial. Os
foliculos antrais em fémeas bovinas comecam seu desenvolvimento quando um
foliculo dominante (FD) cresce mais do que os outros foliculos subordinados, e pode,

posteriormente, sofrer atrésia ou ovular (GINTHER et al., 1989).
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Além da diferenga no niumero de ondas, existem trabalhos que descrevem
maior recrutamento de foliculos menores que 5mm por onda de crescimento folicular
em Bos indicus (33,4 £ 3,2) do que em Bos taurus (25,4 + 2,5) (BARUSELLI et al.,
2007; NOGUEIRA, 2008).

Esse aumento do numero de foliculos ovarianos pode estar relacionado as
diferengas nos sistemas ovarianos de insulina e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) entre Bos taurus e Bos indicus. SIMPSON et al. (1994), em um estudo
com vacas Brahman, relataram maiores concentracdes plasmaticas de IGF-I e
menores concentracdes de hormonio foliculo-estimulante (FSH), quando comparadas
com vacas Angus. Os autores sugeriram que o maior numero de foliculos recrutados
nas vacas Brahman possa ser devido as altas concentracdes de IGF-I. Essa diferenca
nas concentracbes de FSH e de IGF-I resulta em foliculos menos persistentes
obtendo maior numero de ondas foliculares e maior incidéncia de ciclos com quatro
ondas (BARUSELLI et al., 2007; NOGUEIRA, 2008).

A divergéncia folicular € marcada pela continuidade no desenvolvimento do
maior foliculo e declinio ou parada no crescimento dos outros. Em Bos taurus, o
desvio inicia-se por volta de 2,8 dias apds a emergéncia, quando o foliculo dominante
atinge em média 8,5 mm e o foliculo subordinado 7,2 mm (GINTHER et al., 1996). Em
Bos indicus este periodo € de 2,5 a 2,7 dias pés- emergéncia e com diametro médio
do foliculo de 6,0 mm (SARTORELLI et al., 2005).

Randel (2005) descreve que a raga zebuina apresenta recrutamento de ondas
foliculares maior que a taurina. Silva -Santos et al. (2011), avaliaram em Bos indicus
vs Bos taurus as seccdes histoldégicas de ovarios de fetos, novilhas e vacas e
concluiram que ha grande variacdo individual no namero de foliculos do ovario de
zebuinos comparado com taurinos. Analisando ovarios de novilhas, Erickson (1966)
relatou que logo apos o nascimento, apenas alguns foliculos antrais podem ser vistos
macroscopicamente (7 £ 2), mas esse numero comeca a aumentar a partir de dois
meses em bezerras mais velhas (49 = 10). Os autores observaram também que essa
guantidade tende a diminuir em oito meses de idade nos animais (33 + 9).

Adamset al. (1994) monitoramento fémeas pre- puberes com 9 meses de
idade, em racas Bos taurus descobriram que o crescimento folicular ocorre também
em padréo de onda. Os autores relataram que as bezerras apresentaram duas ondas
foliculares em um intervalo de 18 dias. Evans et al. (1994) ao estudarem a dinamica

folicular e a secrecado de gonadotrofinas em bezerras HEREFORD (0,5 a 9 meses de
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idade Bos taurus) observaram maior diametro maximo dos foliculos dominantes e
subordinados em 0,5 a 2 meses de idade de vitelos. Os autores concluiram que ha

aumento das concentracfes de gonadotrofinas entre 1 a 3,5 meses de idade.
3.1.2 Corpo luteo na ciclicidade da fémea bovina

O corpo lateo durante o ciclo estral passa por intensas modificacdes na
composicdo tecidual, no peso e no diametro luteal (AKINPELUMI & ORJI, 1990;
FIELDS E FIELDS, 1996). Apds a ovulacao, até o dia 5 do ciclo, o corpo luteo mostra-
se em processo de formagao, apresentando textura leve e cor avermelhada. Entre os
dias 5 e 10, se apresenta grande e oval e com coloracdo de marrom a laranja. Dos
dias 11 ao 14, apresenta completa luteinizacdo, com textura firme e cor amarela
brilhante. No periodo de 5 a 14, o corpo liteo apresenta crescimento rapido e
aumento do peso, devido a alta proliferacédo celular (AKINPELUMI & ORJI, 1990).

Vianna et al. (1999), estudando animais da raca Gir, encontraram 57,14% de
incidéncia de CL no ovario direito e Ramos et al. (2008) 56,23% de ocorréncia no
ovario direito, em animais zebuinos. Neves et al. (2002), analisando ovarios de vacas
Nelore, e Akinpelumi e Orji (1990), em vacas White Fulani, encontraram maior
incidéncia do CL no ovario esquerdo. Chacur et al. (2006) encontraram 65,47% de
corpos luteos, no ovario esquerdo, em animais zebuinos néo gestantes.

Existem diferencas no tamanho do corpo liteo quando se compara animais
zebuinos e taurinos, com variagcdes de 17 a 21 mm de didmetro nos zebuinos
(FIGUEIREDO et al., 1997; BARUSELLI et al., 2007). Neves et al. (2002)
encontraram diametro luteal médio, em vacas Nelore ndo-gestantes de 15,3mm no
ovario esquerdo, 16,4 para ovario direito e, em gestantes, 18,4mm no esquerdo e
18,7 no direito. Chacur et al. (2006), em vacas zebus, encontraram 16,70mm para o
esquerdo e 15,75 para o direito. J4, em vacas holandesas, taurinas, os valores
observados sdo maiores que os de animais zebuinos, sendo os valores encontrados
de 20 a 30mm (IRELAND et al., 1980; GINTHER et al.,, 1989; TAYLOR E
RAJAMAHENDRAN, 1991).

No trabalho de Reis et al. (2006), as vacas com CL apresentaram melhor
desempenho que as vacas sem a presenca de CL em relagdo as seguintes variaveis:

maior numero de odcitos coletados dos dois ovarios, mais o6citos de melhor
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qualidade, maior taxa de clivagem para zigotos que clivaram, além de produzirem, em
geral, maior nimero de embrides aos 7 dias apos a fertilizacao in vitro (FIV).

Machatkova et al. (1996) concluiram que ocorre maior producdo in vitro de
embrides quando se utilizam odcitos aspirados durante o predominio de CL no ciclo
estral e, segundo Manjunayha et al. (2007), ocorrem maiores taxas de clivagem e de
embrides transferiveis quando os odcitos sdo provenientes de ovarios onde o CL esta
ativo.

Neves et al. (2002) e Ramos et al. (2008) observaram, em zebuinos, maior
incidéncia de CL incluso do que protruso, em ambos 0S grupos gestante e nao-
gestante, sendo a maior porcentagem de inclusos nos animais gestantes. Cavidades
luteais podem ser observadas em corpos luteos de animais gestantes (86%) e nao
gestantes (77%) (KASTELIC et al., 1990). Neves et al. (2002) encontraram 2,3% de
animais Nelore gestantes com cavidade luteal e 16,3% para ndo gestantes. Ja
BORGES et al. (2003) observou 46,7% de cavidades luteais em Nelore. O
aparecimento destas cavidades foi aos 4,8 e 6,7 dias apds a ovulacdo e a area
méaxima variou de 0,1 e 0,5mm em 78,3% dos casos, entre o sétimo e o décimo dia.

A persisténcia média das cavidades foi de 5,0 a 10,5 dias e, em alguns casos,
permaneceu por até 17 dias. Segundo os autores, essa diferenca no tempo de
permanéncia das cavidades ocorre devido a reorganizacao gradual do tecido e tende
a desaparecer com o transcorrer do ciclo estral. Cavidades luteais podem ocorrer
devido a ocupacdo incompleta da cavidade folicular pelas células, durante a
luteinizagdo, ndo sendo funcionalmente importantes e ndo influéncia a taxa de
gestacdo ou a producdo de progesterona (KASTELIC et al., 1990; BORGES et al.,
2003).

Quanto a concentracdo de progesterona por grama de tecido luteinico, a
mesma também se apresentou inferior em zebuinos, quando comparada a de fémeas
taurinas (BARUSELLI et al., 2007). Em animais zebuinos s&o observadas
concentracbes abaixo de 1ng/mL, no estro, ocorrendo elevacdo até o décimo dia e
alcancando valores maximos de 4,5ng/ml (ADEYEMO e HEATH, 1980).

O corpo lateo domina o ciclo, do dia 4 até cerca do dia 17 (BALL et al., 2006),
com duracdo média da fase lutea de 10,0+2,62 dias (COUTINHO et al., 2007).
BORGES et al. (2003) detectaram o corpo liteo em vacas Nelore e Gir pela primeira
vez, por volta de 2,6£0,7 dias, ap0s a ovulagdo. Outros relatos demonstraram que 0s

corpos luteos podem ser detectados, no dia 4,0+1,31, em vacas da raca Guzera,
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permanecendo detectavel a ultrassonografia por 15,37+2,06 dias, mas funcionais
durante 13,37+2,72 dias. Estes valores encontrados dependem da técnica utilizada e
da raca do animal (COUTINHO et al., 2007).

BORGES et al. (2003), estudaram, com o uso de ultrassom, o CL de vacas das
racas Gir e Nelore, , durante o veréo e inverno e observaram que a duragao do CL foi
de 16 dias para animais com duas ondas de crescimento folicular e 17,9 dias para
animais com trés ondas. O CL teve taxa de crescimento de 0,3 a 0,5 cm /dia,
atingindo o maior tamanho entre os dias 9,3 e 9,5 do ciclo estral.

Por meio da contagem folicular, se faz possivel indicar a capacidade
reprodutiva da fémea, tendo este pardmetro sido muito estudado nos ultimos anos
(IRELAND et al., 2008). A contagem folicular pode ser realizada de duas maneiras, a
primeira € por meio da ultrassonografia, com a qual é realizada somente a contagem
de foliculos antrais (CFA). A segunda, consiste na leitura de lAminas histolégicas de
cortes de porcBes do ovario, na qual é possivel realizar a contagem de foliculos pré-
antrais, foliculos antrais, corpos luteos, corpos albicans, além de detectar o estagio do
ciclo estral e verificar anomalias. No entanto, a contagem de foliculos por meio da
histologia € mais utilizada em pesquisa basica envolvendo estudos de morfofisiolégica
ovariana.

Segundo Ireland et al. (2009), a contagem de foliculos antrais possui
correlacdo positiva com a fertilidade em fémeas bovinas. Enquanto a contagem de
foliculos pré-antrais, nem sempre possui correlacdo positiva com a CFA. A CFA foi
correlacionada com a quantidade da reserva folicular ovariana em Bos taurus
(CUSHMAN et al., 2009; IRELAND et al.,, 2011), o que nado se verificou em Bos
indicus (SILVA-SANTOS et al., 2011 e ROSA et. al., 2013). Algumas caracteristicas
morfolégicas, como tamanho e dimensdo do Utero, da vulva e dos ovarios também
foram relacionadas com a CFA. Conde et al. (2013), por exemplo, encontraram
relacdo positiva entre CFA e diametro uterino em fémeas bovinas.

Em taurinos e mesticos, a CFA foi relacionada a qualidade oocitaria e
embrionaria (IRELAND et al., 2008; SILVA-SANTOS et al., 2014). Menor sintese de
progesterona e baixo desenvolvimento do endométrio foram detectados nas fémeas
com numero baixo de foliculos antrais (JIMENEZKRASSEK et al., 2009).
Recentemente, avaliando a possivel relacdo entre CFA, diametro do foliculo

ovulatério e CL em vacas Bos indicus, Morotti et at. (2014) ndo encontraram
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diferengas nas vacas com alta CFA (= 40) quando comparadas com baixa CFA (< 10),
embora as vacas com alta CFA tenham apresentado ovarios com maiores dimensdes.

Posteriormente, Mossa et al. (2012) encontraram resultados da influéncia da
CFA sobre a fertiidade das vacas Holandesas submetidas a programas de
inseminacao artificial, a partir da observacéo e identificacdo do cio. Em consequéncia,
estudos realizados com Bos taurus tém relacionado maiores indices de prenhez as
taxas mais elevadas de CFA (CUSHMAN et al., 2009; EVANS et al., 2012; MOSSA et
al., 2012).

Contrapondo alguns estudos realizados com Bos taurus, Mendonca et al.
(2013) e Santos et al. (2014) com Bos indicus e animais meio-sangue nao
observaram a mesma correlacdo entre prenhez e CFA. Ainda, Santos et al. (2013)
encontraram maiores taxas de concepc¢do em vacas com baixa CFA, evidenciando
gue os resultados ainda ndo demonstram a mesma correlacdo em Bos indicus
(MOROTTI et al., 2015), quando comparado a Bos taurus.

Animais Bos indicus apresentam, frequentemente, trés ondas de crescimento
folicular por ciclo e maior numero de foliculos pequenos (2 a 5 mm de didametro) na
emergéncia da onda folicular. Isto difere de animais Bos taurus, que apresentam
menor numero de foliculos recrutados e duas a trés ondas foliculares (SARTORI et
al., 2016).

A CFA pode ser determinada pela contagem de todos estes foliculos
recrutados, maiores que 3 mm, por meio do exame ultrassonografico dos ovarios
(MOROTTI et al., 2015).

Recentemente, a CFA tem sido sugerida como parametro de selegcdo para
animais de alta fertilidade e rendimento para OPU e PIVE, devido sua alta
repetibilidade em um mesmo individuo e sua grande variabilidade entre individuos.
Além disso, sabe-se que apenas um exame ultrassonografico, mesmo que
desconhecida a fase do ciclo, é suficiente para definir com assertividade a CFA de um
animal (IRELAND et al., 2007, 2008; MOROTTI et al., 2017).

Em animais Bos taurus, a CFA esta diretamente relacionada a parametros de
fertilidade (IRELAND et al., 2007; JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009; MOSSA et al.,
2012) poréem em animais Bos indicus a relacdo da CFA com 0 sucesso reprodutivo
ainda ndo esta bem elucidada (MOROTTI et al., 2017). Em animais taurinos, a baixa
CFA esta relacionada a menor capacidade das células luteinicas em produzir

progesterona, resultando em menores niveis séricos e maior amplitude de LH pré-
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ovulatorio, que por sua vez, estdo relacionados a insensibilidade dos tecidos
ovarianos a este hormoénio (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009).

Junto com estas descobertas, foram constatadas diferencas na quantidade de
alguns RNAs mensageiros dentro das células da granulosa, maiores niveis de FSH e
menor espessura do endométrio nos animais taurinos de baixa CFA (IRELAND et al.,
2007; JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009). Estes parametros estdo relacionados a
infertilidade e morte embrionaria precoce (IRELAND et al., 2007).

Mossa et al. (2012) ao utilizarem fémeas taurinas, constataram que a taxa de
prenhez (>60 dias) foi 3,3 vezes maior para animais de alta CFA e a prenhez ao
primeiro servigo foi 1,7 vezes maior para animais de contagem intermediaria, quando
comparados aos animais de baixa CFA submetidos a Inseminacdo Artificial (I1A)
convencional. Além disso, o estudo também relatou menor intervalo do parto a
concepcgao para vacas de alta CFA e maior probabilidade de prenhez ao final da
estacdo (MOSSA et al., 2012).

Embora promissores, existem algumas divergéncias entre resultados mais
recentes em animais taurinos (MARTINEZ et al., 2016; JIMENEZ-KRASSEL et al.,
2017). Ao passo que, se considerarmos animais zebuinos, a relacdo da CFA com a
fertilidade parece ser ainda mais complexa (MOROTTI et al., 2017). Até o0 momento,
nao foi possivel correlacionar animais com alta CFA as maiores taxas de prenhez ou
concepcao. Na verdade, os resultados encontrados em Bos indicus sugerem
melhores taxas de concepcdo em animais de baixa CFA (MENDONCA et al., 2013;
SANTOS et al., 2013). E possivel que os mecanismos relacionados a fertilidade e a
alta CFA encontrados em animais taurinos (JIMENEZ-KRASSEL et al.,, 2009) nao
sejam 0sS mesmos, ou hdo respondam da mesma maneira em animais zebuinos,

devido as diferencas fisiologicas.
3.1. 3 Producgéo in vitro de embriédo (PIVE)

A fertilizacdo in vitro € uma tecnologia disponivel para todo o territério nacional,
e vem sendo utilizada amplamente. Isso se fez possivel com o surgimento de rede de
atendimento, nas quais laboratérios de biotecnologia passaram a atuar nos estados
mais longinquos, dessa forma originou-se entdo um processo que permite uma
logistica mais flexivel por parte das equipes de coleta e de transferéncia (ABCZ,
2014).
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Independente da espécie estima-se que a PIVE possa aumentar o ganho
genético anual acima de 10%, quando aplicada apropriadamente, principalmente pela
possibilidade de cruzamentos fatoriais, diminuindo a taxa de consanguinidade, bem
como pela utilizacdo de fémeas pré-puberes. Além disso, com a PIVE pode-se ter
uma produgdo macica de animais mesti¢gos, possibilitando a manutengéo de rebanhos
com o grau de sangue desejado, o que é impossivel com o uso da monta natural e
inseminacao artificial (Sugimoto, 2012). O processo envolve as etapas de coleta dos
oocitos, maturacéao in vitro (MIV), fecundacéo in vitro (FIV) e o cultivo ou co-cultivo in
vitro (CIV) de zigotos e embrides fora do Utero animal (Gongalves et al., 2002)

A OPU foi desenvolvida para atender a demanda por um procedimento para
coleta de complexo cumulus-odcito, cujo objetivo seria o uso de uma técnica menos
traumatica que as abordagens cirdrgicas até entdo utilizada. A grande vantagem da
técnica esta o fato de ser pouco invasiva, outra peculiaridade muito importante e o
fato de ndo depender de pré-estimulacdo hormonal, podendo ser usada em qualquer
fase do ciclo estral, em animais pré-puberes e inclusive em animais que apresentam
gestacao inicial (VIANA & BOLS 2005).

A fémea bovina é classificada como poliéstrica anual, tendo o ciclo estral com
duracdo de, aproximadamente, 21 dias, variando entre 18 e 24 dias. O ciclo estral
bovino pode ser dividido, didaticamente, em quatro fases, de acordo com a ocorréncia
de eventos fisioldgicos e enddcrinos: estro, metaestro, diestro e proestro (CAETANO
E CAETANO JR., 2015). O estagio do ciclo estral no momento da OPU influencia as
taxas de recuperacdo e a qualidade oocitaria em programas PIV (MERTON et al.
2003; VASSENA et al. 2003; HENDRIKSEN et al. 2004).

Melhores taxas de recuperacdo oocitaria sdo relatadas quando a OPU é
realizada préximo a emergéncia folicular, sendo também descritas melhor
desenvolvimento da competéncia in vitro quando odécitos sdo obtidos durante a fase
precoce de dominancia folicular (MERTON et al. 2003; HENDRIKSEN et al. 2004,
MACHATKOVA et al. 2004).

A aquisicdo da competéncia oocitaria € adquirida gradualmente e aumenta com
o desenvolvimento folicular. Sabe-se que esta competéncia esta relacionada ao
tamanho do foliculo, estagio do ciclo estral e nivel de atresia influenciado pelo foliculo
dominante, sendo que aqueles podem adquirir a capacidade de competéncia se 0s

foliculos procedentes alcangarem 7 mm em tamanho (PAVLOCK et al., 1992).
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Além desses aspectos, tém sido observadas diferencas na competéncia
durante o ciclo estral em termos de presenca ou auséncia de um foliculo,
independentemente do tamanho do foliculo, sendo que o desenvolvimento ao estagio
de blastocisto fez-se melhor quando os odcitos obtidos durante a fase de crescimento,
em comparacdo com a fase de dominancia (HAGEMANN, 1999; MACHATKOVA et
al., 2004; FERREIRA, 2011). A presenca de um foliculo dominante inibe o
crescimento dos demais foliculos e estes entram em atresia. Por isso, para aumentar
a competéncia ao desenvolvimento dos CCOs recuperados, recomenda-se a
sincronizacdo da onda de crescimento folicular das doadoras de odcitos. Assim, 0s
odcitos sdo recuperados no inicio da onda folicular, evitando os efeitos prejudiciais do
foliculo dominante (PFEIFER et al.,, 2009). Além disso, o tamanho uniforme dos
foliculos possibilita melhores taxas de recuperacao.

Em bovinos, a relagédo entre o tamanho do foliculo e a qualidade do odcito foi
claramente demonstrada recentemente. Labrecque et al. (2016) estudaram a
quantidade e os tipos de proteinas em foliculos de tamanhos diversos na espécie
bovina e verificaram poucas diferencas entre o transcriptoma de foliculos menores
que 3 mm e de foliculos de 3 a5 mm.

No entanto, foliculos maiores que 8 mm possuiram diferenca abrupta em
comparacdo aos foliculos menores que 5 mm. Adicionalmente, outros estudos em
bovinos avaliaram foliculos de 3 a 8 mm, tendo sido relatados que os niveis de
transcritos para os genes Maternal Antigen That Embryo Requeres (MATER) e
Octamer-binding transcription factor 4 (OCT-4) em od6citos, em conjunto com a
concentracdo de progesterona folicular, podem ser bons indicadores para a
competéncia oocitaria (URREGO et al, 2015).

, a competéncia oocitaria € adquirida durante o crescimento folicular e esta
diretamente relacionada ao tamanho do odcito e do didmetro folicular. Assim, ha forte
correlacdo entre odcitos que possuem em torno de 110-120 pm, inclusos em foliculos
a partir de 2-3 mm de didmetro, os quais sdo considerados competentes para
retomada da meiose (FAIR et al., 1995). E importante ressaltar que os foliculos
antrais pequenos sao recrutados e iniciam o crescimento em direcao a ovulacédo apos
atingirem didmetro médio de 4 mm (GINTHER, et al., 2000).

Apods esse estagio, o hormdnio foliculo estimulante (FSH) e diversos fatores de
crescimento produzidos localmente no ovario bovino sdo responsaveis pelo

crescimento folicular (MARTINS et al, 2008). A medida que os o0citos crescem, 0s
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niveis de metilacdo em regides diferencialmente metiladas (DMR) aumentam,
demonstrando que a metilacdo é adquirida de acordo com o tamanho dos odcitos
(O'DOHERTY et al, 2012).

Porém, ha relatos que alelos metilados aberrantemente nos odécitos de foliculos
pequenos (£ 2 mm) isolados aumentaram em comparagdo com a categoria de
foliculos médios (3-5 mm) e grandes (= 6 mm) quando cultivados in vitro (MATTERN
et al, 2017). Aléem disso, Modina et al. (2011) mencionaram que 0S processos da
diferenciacdo da estrutura e funcdo da cromatina no odcito em vesicula germinativa
(VG) sdo controlados pela cooperagdo das células sométicas na manutencdo de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) apropriado no interior do odcito.

As células do cumulus (CCs) tem grande relevancia na manutencdo da
competéncia oocitaria por meio das juncées gaps. Em suinos, BAGG et al. (2009)
relataram que complexo cumulus odcitos (COCs) de foliculos de 3 mm mantem
comunicacdo por meio de juncdes gap por mais tempo que COCs de foliculos de 5 a
8 mm durante a maturacdo in vitro (MIV). Porém, a expansao das CCs e o acumulo
de AMPc (dentro e fora do odcito) é inferior em foliculos de 3 mm quando comparados
com foliculos de 5 & 8 mm.

Além disso, outros estudos demonstraram que tanto os niveis de AMPc como
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), mudam nas primeiras 20 horas de MIV e
esses niveis séo diferentes entre COCs de foliculos pequenos (1-3 mm) e médios (3-6
mm) (OKUDAIRA, 2017).

O processo de maturacéo in vitro inicia com a chegada dos odcitos aspirados
ao laboratorio, estes sdo mantidos em um meio de maturagdo. O periodo necessario
para a maturacao nuclear e espécies especifico, sendo que para a espécie bovina a
maturacdo nuclear do odcito requer um periodo de 18 a 22 horas (Hafez & Hafez,
2004). O meio de cultura mais utilizado para a maturacdo de odcitos é o TCM 199
acrescido de 10% de soro bovino, FSH, LH, estradiol e EGF. E necesséria a utilizacéo
de uma incubadora de CO, (GALLO & LAZZARI, 2000), sendo uma temperatura ideal
39°C em atmosfera a 5% de CO, em ar e umidade saturada (GONCALVES et al.,
2002).

Varias classificagdes morfologicas tém sido adotadas para selecionar oodcitos
bovinos, na tentativa de identificar aqueles com maior potencial. De acordo com

Leibfried; First (1979), os odcitos podem ser classificados em escala de 1 a 4,
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considerando as caracteristicas do cumulus e do citoplasma do odcito (ooplasma). A

classificagao do autor encontra-se na Tabela 1, a seguir.

Tabela 1 - Classificagdo morfolégica dos complexos cumulus od4citos bovinos

Odbcitos

Descricao

GRAU 1

GRAU 2

GRAU 3

GRAU 4

Cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células,
ooplasma com granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da
zona pelicida e de coloragdo marrom;

Cumulus compacto parcialmente presente em volta do oécito ou rodeando
completamente o o6cito, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com
granulagdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas
no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um soé local
aparentando uma mancha escura, preenchendo o espaco do interior da zona
pelicida;

Espaco entre a membrana celular e a zona pelicida, preenchendo
irregularmente o espaco perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado;
Odcito desnudo ou sem cumulus.

Fonte: Modificado de LEIBFRIED; FIRST (1979).

Outras classificagdes quanto a morfologia e qualidade dos oécitos foram
descritas e encontram-se na Tabela 2, a seguir (LOOS et al, 1991 & TETZNER ,

2007).

Tabela 2 - Classificacdo da qualidade dos odcitos bovinos

Odcitos Descricédo

Grau I Revestimento com multicamadas de cumulus compacto,
ooplasma homogéneo e complexo cumulus-oécito claro e
transparente;

Grau Il Revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto,
ooplasma homogéneo ou com regides escuras na periferia;

Grau llI Pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e
ooplasma irregular com picnose

Grau IV Ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em
grumos, e complexo cumulus-oocitério escuro e irregular

Desnudo Sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com

granulacdes

Fonte: Modificado de LOOS et al. (1991); Tetzner (2007).

O odcito pode ter o seu potencial de maturacao, fecundacdo e capacidade de

desenvolvimento embrionario estimado pela aparéncia do CCO. Morfologicamente, os

oocitos com maior potencial de viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo,

com granulacdes finas, coloragdo marrom e completamente envolvidos por varias

camadas de células do cumulus dispostas de forma compacta (GONCALVES et al.,

2002).
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A capacidade de odcitos mamiferos em maturar in vitro esta correlacionada
com a atividade ovariana, o crescimento folicular e a presenc¢a ou auséncia de células
do cumulus, formando CCO, sendo esse Ultimo, necessario para o transporte de
energia e a promocdo da maturacdo do oocito bovino. A presenca de células do
cumulus circundando os odcitos parece ser mais importante para a maturagao in vitro
que até mesmo a atividade ovariana ou o tamanho folicular (SATO et al., 1977,
FUKUI; SAKUMA, 1980).

As células do cumulus oophorus apresentam-se em policamadas compactas e,
por ocasido da maturagdo, sob o estimulo dos horménios LH e FSH entram em
processo de expansao, interrompendo as comunica¢des com o oécito (HYTTEL,
1987, 1988; SZOLLOSI, 1991). Essas células, assim como as da granulosa, sdo
essenciais para a nutricao, crescimento, divisdo meidtica, maturacdo citoplasmatica e
fecundacao do oécito (EPPIG, 1980; FUKUI; SAKUMA, 1980).

Nas células sométicas que envolvem o0 o00cito, durante as maturacdes
citoplasmatica e nuclear, ocorrem modificacBes morfoldgicas especificas. As células
do cumulus iniciam um arranjo na matriz extracelular, rica em acido hialurénico, e tal
fenbmeno € denominado de expansdo ou modificagdo das células do cumulus
(EPPIG et al.,, 1982; BUCCIONE et al., 1990). In vitro, a expansao das células do
cumulus é visivel a partir das 12 horas de cultivo (SUTOVSKY et al.,, 1993). A
presenca consideravel de glicosaminoglicanos nas células do cumulus impede a acéo
do estresse oxidativo dos radicais livres sobre os o0citos, evitando a reducéo na taxa
de clivagem (LUVONI et al., 1996) e o choque térmico que bloqueia a sintese de
proteinas (EDWARDS; HANSEN, 1997).

Ao final da etapa de maturacéo, os odécitos precisam ser fecundados para que
sejam capazes de se desenvolver até o estagio de blastocisto. Desta forma, deve ser
feito o processamento do sémen realizando-se uma selecdo espermatica e
capacitacdo espermatica. ApOs a capacitacdo dos espermatozoides, retira-se da
estufa a placa de petri contendo os ovécitos maturados e depositam-se 0s
espermatozoides, sempre procurando proporcionar um ambiente adequado
(GONCALVES et al., 2002).

O ponto mais importante no cultivo embrionario € o uso de meios que suporte a
nutricdo celular e o desenvolvimento durante a fase de pré-implantacdo embrionaria.
A composicdo do meio deve simular o ambiente e os fluidos do Utero e do oviduto

durante o inicio da gestacdo. O SOF é composto por secrecdes das células epiteliais,
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a partir da difusdo de nutrientes do plasma. O potéssio e o cloro estdo presentes no
fluido de oviduto em concentragbes mais elevadas do que nas do plasma, enquanto o
nivel de calcio é mais baixo e os de sodio e magnésio sdo similares ao do soro
(Goncalves et al., 2002). Varios estudos tém demonstrado a utilizacdo com sucesso
de meios definidos de cultura, adicionando o PVA em substituicdo ao BSA e assim
evitando a aderéncia dos embribes e as substancias n&o conhecidas do BSA
(KESKINTEPE & BRACKETT, 1996).

Os métodos disponiveis para o tratamento de receptoras de embrides incluem
a inducdo de estro com o uso da prostaglandina F,a ou seus analogos sintéticos e o
emprego de hormdnios para a sincronizacdo da ovulacéo para TETF. A utilizacdo de
analogos da prostaglandina para inducdo de estro € um dos métodos menos
dispendiosos para obtencdo de receptoras aptas a transferéncia de embrides. O uso
de protocolos de sincronizagdo de estro ou de ovulagcdo em receptoras de embrido
tem como objetivo a obtencdo de animais em fase do ciclo estral compativel com a
fase de desenvolvimento embrionario. Entretanto, existem algumas condicdes
imprescindiveis para seu uso, tais como, a deteccao do corpo luteo por palpacao retal
ou ultrassonografia e observacdo do comportamento estral nos dias subsequentes ao
tratamento (Barreiros et al., 2006).

3.1.4 Fases Experimentais

Optou-se em organizar a presente dissertacdo em duas fases, sendo a fase
inicial caracterizada pelo Experimento I, realizado in vitro, com obtencéo de ovarios de
abatedouro e avaliacdo do potencial de expanséo das células do cumulus em odcitos
submetidos a maturacéo in vitro. Variaveis como: dimensdo dos foliculos aspirados
para obtencdo dos CCOs e presenca ou auséncia de CL no ovario selecionado foram
consideradas.

Durante a segunda fase do estudo (Experimento Il); avaliou-se a PIVE em
vacas Nelore e Greyman, considerando morfologia oocitaria, maturacao, clivagem e
producgéo de embrides transferiveis, assim como taxas de prenhez pds inovulacéo.

O experimento | foi realizado para a verificacdo de critérios e potencial da
aplicacdo da OPU de foliculos < 3mm, para aumento do rendimento de odlcitos
obtidos em racas menos favorecidas como a Greyman em termos de numero de

CCOs por aspiracao quando comparadas as vacas da raca Nelore.
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A seguir, 0s experimentos s&o descritos separadamente no item 4
(Experimento I) e no item 5 ( Experimento II).

4. EXPERIMENTO |

EXPANSAO DAS CELULAS DO CUMULUS DE OOCITOS ORIUNDOS DE
FOLICULOS OVARIANOS, EM DIFERENTES DIMENSOES, ACOMPANHADOS
OU NAO DA PRESENCA DE CORPO LUTEO (CL)

4.1 Hipoteses

A expansdo das células do cumulus em od0citos menores que 3 mm é
compativel com a utilizagdo dos mesmos na OPU para PIVE, assim como, aqueles
maiores que 3 até 9 mm; independente da presenca do CL.

Odcitos oriundos de foliculos maiores que 9 mm apresentam menor potencial
de expansdo e grau de classificacdo morfoldgica inferior agueles odcitos obtidos a

partir de foliculos menores que 9 mm.
4.2 Objetivo geral

Avaliacdo da expansdo das ceélulas do cumulus de odcitos submetidos a
maturacdo in vitro, apdés aspiracdo de foliculos em diferentes dimensdes,

acompanhados ou nao presenca de corpo lateo (CL).
4.2.1 Objetivo especificos

e Dimensionar a expanséo das células do cumulus de odcitos obtidos a
partir de ovarios de abatedouro antes e depois da maturacao in vitro.

e Verificar a expansao das células do cumulus pés-maturacéo in vitro de
oocitos obtidos a partir de foliculos classificados como pequenos,

médios e grandes, na presenca ou auséncia de CL.
4.3 Materiais e Métodos
4.3.1 Obtencdo, processamento e avaliagdo da maturacdo oocitéria

Os ovarios foram obtidos em abatedouro no decorrer do més de Abril de 2020,

duas vezes por semana, nas segundas e quartas—feiras, com oito repeticées (n=8
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réplicas), obtencdo de 24 ovéarios por semana, totalizando 192 ovarios, como
representado na figura 1. O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica na Utilizag&o
de Animais (CEUA) da Universidade Brasil, protocolo numero: 2000093.

Figura 1 - Etapas dos procedimentos durante obtencédo, processamento e maturacao

oocitaria
EXPERIMENTO |
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I TR N

/! ceuscl AR
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Vo ! { 2

s p \
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Dotados o 6leo mineral em criotubos a

Fokcwios P (FP) até 3 mm
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ackma de3 4 9mm
Follcwios G (FG) acima de
9 mm
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Laboratorio Embryofiv,
supevvifionado pelo MV. Wilian
Bonl,
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Yw
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classificacdo de acordo com
BLONDIN e Colaboradores
Graw | cumulus compacto
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de celulas do cumulus; Grau
I: celwlas do cumulus
parcigknente compactadas,
com menos de trés camadas:
Grau lll: apenas uma
camada de celulas do
cumuius, ¢ Desnudo:
auséncia de celulas do
cumutus

alraves de ymagens
fotograficas trada polo colular,

TOh

Avalacso Tempo 0 horas
antes da maturaco

T 24h

Avabaclo Tempo 24 horas
PGS a maturacao

Medidas

Medidas reakzadas nas
imagens foram cbOdas por
moeio do apicathvo imagheter
Para a medida da expansio
das Células do cumnulus cilculo
descrito por Daon ot al (195<).
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Fonte: Autoria propria

Local de Obtencéo dos Ovarios: Os ovarios oriundos de vacas mesticas Bos
indicus, foram obtidos no abatedouro Almeida, supervisdo SIM- Inspecdo Municipal
localizado na linha 01 km 17, nas margens da BR 435 no municipio de Colorado do
Oeste-RO.

Apbs o abate e evisceracgdo, os ovarios foram removidos e imersos em solucao
salina de transporte (0,9% (p/v) Nacl contendo 100 unidades/mL de penicilina-G.
Posteriormente os ovarios foram levados ao laboratério de Fertilizacdo in vitro
Embryofiv, localizado na Chacara Pato Branco, Avenida Trombetas, n°16, Setor D, no

mesmo municipio.
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Processamento no Laboratorio Embriofiv: Foram estabelecidos dois grupos
experimentais baseados na presenca ou auséncia de CL nos ovarios, ambos dotados
de foliculos pequenos, médios e grandes, acondicionados em Becker de 500 ml
lavados em solucéo fisiologica pré- aquecida na temperatura de 37°C e mantidos
nesta mesma solucdo em banho-maria, durante a aspiracéo dos foliculos ovarianos.

As categorias de dimensdes foliculares foram previamente descritas por
SCARABEL (2017), sendo foliculos pequenos, até 3 mm (FP); médios, acima de 3 a
9 mm (FM) e grandes, acima de 9 mm (FG).

Com o auxilio de pinca e gazes o ovario foi removido do Becker e colocado
sobre uma placa de Petri para identificacdo dos foliculos. A dimensao dos foliculos foi
aferida por meio de uma régua graduada em milimetro e confirmada por meio de
paquimetro modelo 125 universal MTX®.

Aspiracdo Folicular: Conforme a dimenséo folicular, o contetdo aspirado foi
armazenado em tubos Falcon® de 15 mL, identificados e colocados em banho-maria a
37°C.O material aspirado foi transferido para uma placa de Petri contendo PBS para
visualizacdo, selecdo, classificacdo e contagem dos CCOs, os quais foram
classificados como Grau |: cumulus compacto com mais de trés camadas de células
do cumulus; Grau Il: células do cumulus parcialmente compactadas, com menos de
trés camadas; Grau lll: apenas uma camada de células do cumulus, e Desnudo:
auséncia de células do cumulus, (BLONDIN & SIRARD, 1995; SIRARD ET al, 2006).

MIV: apoOs a selecdo dos complexos cumulus odcitos apenas os odécitos de
Grau | e Il foram utilizados e, acondicionados separadamente em microtubos com 40
ML de meio de maturacdo (apéndice A), sob 25 uL éleo mineral em atmosfera de 5%
de CO,, com a tampa lacrada por fita adesiva durante 24 horas dentro do
transportador de odécitos (Fig.2).

Figura 2- Transportador de Odécitos- TREO® (WTA)

Fonte: Petry (2020)
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Imagens e mensuracdo das células do cumulus: As dimensfes das células do
cumulus foram determinadas durante a visualizacdo das estruturas por
estereomicroscopia (Lupa TIM-30®). Cada gota de maturacdo com CCOs foi
fotografada por camara - Samsung® A10; acoplado a Lupa TIM-30®, nho momento pré
MIV, ou seja, no tempo zero (T Oh) e no pés MIV (T 24 h). No momento pré MIV os
oocitos foram fotografados e a area de cada CCOs foi mensurada com auxilio de
régua graduada em milimetro e confirmada por meio de paquimetro, usando a
objetiva da 2x da Lupa TIM-30.

Avaliacdo: As medidas realizadas nas imagens foram obtidas por meio do
aplicativo ImagMeter , para o célculo da &rea (Fig. 3).

Figura 3- Mensurac¢fes dos CCOs oriundos de foliculos pequenos, médio e grandes

CCOs

Fol:P,MeG

CO, foliculo pequeno <3 mm (P) T Oh; B: CCO foliculo médio, 3 a 9 mm (M)

C
Oh; C: CCO foliculo grande >9 mm (G) no T Oh, D: CCO foliculoP, T 24
. E. CCO foliculo M, T 24h; F: CCO foliculo G T 24 h. Fonte: Petry (2020).

As medidas dos CCOs, nos respectivos grupos, dentro de cada réplica
encontram-se no Anexo Il. Para a medida da expansdo das células do cumulus
aplicou-se o célculo descrito por Daen et al (1994): area (mm?) = comprimento (mm) x
largura (mm) x 0,7854. A area de expansao foi obtida por subtracdo da medida da
area (T Oh) em relacéo a area pos- maturagdo (T 24 h), sendo submetida ao calculo
de porcentagem em relacéo a area pés- maturacao.
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4.3.2 Andlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade, homogeneidade de variancias
e andlise de residuos, utilizando delineamento inteiramente casualizado e as médias
confrontadas pelo teste F ou pelo teste Kruskal-Wallis no nivel de 95% de
confiabilidade.

Distribuicdo das médias, medianas, valores maximos e minimos foram obtidos
para as medidas de expansao e porcentagem de expansao das células do cumulus

de CCOs nos respectivos grupos experimentais e representados por Split Splot.
4.4 Resultados e Discussao

A avaliacdo da maturacédo in vitro de CCOs provenientes de foliculos de
diferentes dimensdes e obtidos a partir da aspiracdo da superficie de ovarios com e
sem corpo lateo resultou em medidas das células do cumlus pré e pés — maturagdo in
vitro Anexo lll.  As medidas foram geradas a partir das imagens fotograficas dos

CCOs, pré e pos- maturacao in vitro (Anexo II).

As médias e a porcentagem de expansdo das células do cumulus apés a
maturacdo dos CCOs in vitro, de acordo com as variaveis dimensdes foliculares e
presenca ou auséncia de corpo lateo estdo representadas na tabela 3 e nas figuras 4
a 8.

As células do cumulus sdo fundamentais para o processo de maturacao e a
sua expansao reflete a maturacdo atingida pelo od6cito (RODRIGUES et al., 2019).
Neste sentido, mensuracdes deste aporte celular podem ser usadas como ferramenta
para comparacao da resposta fisiolégica de odcitos provenientes de foliculos com
dimensdes variaveis, os quais fazem parte do desafio da OPU e, consequentemente,

da maturagéo in vitro.

A otimizacdo da OPU busca aproveitamento méaximo do potencial ovariano, por
meio da aspiracdo de foliculos possivelmente visiveis na tela do monitor
ultrassonografico, embora, tais estruturas possam estar abaixo das dimensdes
foliculares usualmente aspiradas e estabelecidas como ideais (> 3 mm). No presente

estudo, para odcitos oriundos de foliculos < que 3 mm (grupo P) sem corpo luteo, as
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médias de expansdo das células do camulus foram compativeis com as meédias da
maturacdo de odcitos entre 3 e 9 mm (grupo M), como observado na tabela 3.

Apesar dos resultados promissores observados na tabela 3, quanto ao
aproveitamento de odcitos oriundos de foliculos menores que 3mm, estudos relatam
que odcitos recuperados de foliculos < 6mm apresentam distribuicdo irregular de
granulos corticais, sistema defeituoso de exocitose, maiores anormalidades na
fertilizacdo e, portanto, ndo sdo capazes de sustentar o desenvolvimento embrionario
(Cran e Cheng, 1986; Hyttel et al., 1986; Shabankareh et al., 2015).

Tabela 3 - Médias e porcentagem média da expansao das células do cumulus em
CCOs submetidos a maturacao in vitro.

Grupos P CL - P CL+ M CL- M CL+ G CL- G CL+
Médias 170.186,80 181.094,06 202.636,7918  378.897,32 796.881,97 219.729,72
% 63% 32% 56% 71% 30% 45%

PCL-: CCOs obtidos a partir de foliculos p em ovario sem CL; P CL+:CCOs de fol p em ovarios com
CL; MCL-: CCOs de fol M em ovarios sem CL; MCL+: CCOs de fol M em ovarios com CL; GCL-:CCOs
de fol G em ovarios sem CL; GCL+: CCOs de fol G em ovarios com CL.

Quanto a influéncia de genes como H2A, FSHR, GHR na competéncia
oocitaria durante a maturacdo, o tamanho folicular, foi associado especificamente o
gene H2A e a histona. Os odcitos recuperados de foliculos < 6 mm apresentaram
niveis mais baixos de H2A transcritos e histonas especificas de odécitos. Portanto,
competéncia de desenvolvimento de odcitos foram comprometidos (CAIXETA et al.,
2009) e apresentam atraso no desenvolvimento celular estdgios de embrides
(LEQUARRE et al., 2005).

O presente estudo reuniu dados dimensionais descritivos quanto a expansao
das células do cumulus dos odcitos provenientes de foliculos denominados P, M e G

na presenca ou auséncia de CL os quais estao representados nas figuras 4 a 8.
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Figura 4 - Distribuicdo das médias, medianas, valores maximos e minimos
da expansdo das células do cumulus observadas nos CCOs obtidos a partir de
foliculos G, M e P.
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Figura 5 - Distribuicdo das médias, medianas, valores maximos e minimos da
porcentagem de expanséo das células do cumulus observadas nos CCOs obtidos a
partir de foliculos G, M e P.
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Figura 6 - Expanséao e porcentagem de expansao das células do cimulus em
CCOs obtidos a partir de foliculos em ovarios com e sem corpo luteo.
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C: distribuicdo das médias, medianas, valores maximos e minimos da expanséo e porcentagem
de expansédo de CCOs em foliculos provenientes de ovarios com CL.

S: distribuicdo das médias, medianas, valores maximos e minimos da expansédo de CCOs em
foliculos provenientes de ovarios sem CL.

Figura 7 - Expanséo das células do cimulus em CCOs obtidos a partir de foliculos P,
M e G em ovarios com e sem corpo lateo.
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GC: CCOs de Fol G em ovarios com CL; GS: CCOs de Fol G em ovarios sem CL; MC: CCOs de Fol M
em ovarios com CL; MS: CCOs de Fol M em ovarios sem CL; PC: CCOs de Fol P em ovarios com
CL;0S: CCOs de Fol P em ovérios sem CL



46

Figura 8 - Porcentagem de expanséo das células do cumulus em CCOs obtidos a
partir de foliculos P, M e G em ovarios com e sem corpo luteo
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GC: CCOs de Fol G em ovarios com CL; GS: CCOs de Fol G em ovarios sem CL; MC: CCOs de Fol M
em ovarios com CL; MS: CCOs de Fol M em ovarios sem CL; PC: CCOs de Fol P em ovarios com
CL;0S: CCOs de Fol P em ovarios sem CL.

A presenca do corpo Iuteo limita as aspiracdes por risco do excesso de coagulacédo no
fluido aspirado, uma vez que a estrutura ricamente vascularizada pode ser atingida
pela agulha acoplada ao transdutor. No entanto, a aspiracéo de foliculos in vitro nos
ovarios de abatedouro com CL, mostrou-se inécua quanto ao potencial de maturacao.
A maior porcentagem de expansao média (71%) foi obtida no grupo M com CL (Fig 9),
indicando que a presenca desta estrutura ndo interferiu negativamente na maturacao
dos odcitos, mas sim proporcionou um ambiente favoravel a mesma, possivelmente
pelo incremento em hormonios esterdides como a progesterona e estrogeno,
presentes em fémeas comprovadamente ciclicas pela presenca de corpo Iiteo no

ovario.

No entanto, foliculos < 3mm (grupo P) apresentaram porcentagem média de
maturacdo relativamente baixa quando comparada aos demais grupos, na presenca
do corpo lateo (Fig.8). Fato que pode ser explicado pela fisiologia da dinamica de
crescimento folicular e horménios envolvidos em cada fase. A capacidade dos
odcitos para maturacao e fertilizagdo in vitro até estagios embrionarios avangados sdo
conhecidos por serem diretamente influenciados pelo tamanho do foliculo, a partir do

gual os odcitos foram obtidos na OPU.
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Os odcitos recuperados a partir de foliculos = 6 mm foliculos apresentaram
melhores resultados em termos de qualidade e competéncia de desenvolvimento in
vitro (PAVLOK et al., 1992; LONERGAN et al., 1994). As variacbes nas dimensdes
foliculares levam as diferentes respostas in vitro quanto a competéncias de maturacao
e desenvolvimento (HENDRIKSEN et al., 2000). Assim, o tamanho dos foliculos dos
quais 0s o0citos sao recuperados é um fator chave para taxas de PIVE (PAVLOK et
al., 1992; LONERGAN et al., 1994; CROZET et al., 1995; CAIXETA et al., 2009).

Acredita-se que o mecanismo pelo qual o rendimento de blastocisto € menor
em oocitos maturados submetidos a PIVE e provenientes de foliculos pequenos, seria
pelo atraso na cavitacdo embrionaria e nos estdgios de crescimento, os quais
mostram-se retardados dentro do ciclo celular (LEQUARRE et al., 2005).

Outros autores elucidaram mecanismos relacionados as ondas de crescimento
folicular, as quais possuem fases distintas (recrutamento, divergéncia e dominancia),
sendo a fase de recrutamento e possivelmente o final da fase de regressédo de
foliculos dominantes que ndo ovulam, correspondentes a presenca de foliculos <
3mm (GINTHER et al., 2000).

Ainda seguindo esta linha de raciocinio, durante o diestro, com a presenca do
CL, a progesterona predomina em relacdo ao estrogeno, o qual é fundamental para
os fatores que sinalizam o inicio da maturagdo (COUTINHO et al., 2007). Neste caso,
a relacdo estrogeno: progesterona influencia no processo de regressdo e atresia
folicular, podendo agir negativamente na maturacédo, estando esses foliculos menores
(fol < 3mm) quando aspirados, jA em processo de atresia e programados para a
morte celular, caraterizada pela apoptose.

Observou-se que odcitos obtidos a partir da aspiracédo de foliculos < 3mm na
presenca de CL apresentaram as porcentagens mais baixas de expansdo (Fig 8),
podendo esta estrutura, ndo apenas limitar fisicamente a aspiragéo pelo risco da alta
perfusdo, como indicar maior possibilidade de foliculos atrésicos e com menor
potencial de expansdao. No entanto, na auséncia de CL, foliculos < 3mm
apresentaram expansao compativel com aqueles oriundos de foliculos médios (Fig 9),
possivelmente pela favoravel relacdo Estrogeno: Progesterona, na qual fatores
estrogeno dependentes estariam presentes nesses foliculos contribuindo para o
potencial de maturacao apesar da baixa dimensao folicular.

Como esperado, odcitos obtidos a partir de foliculos > 9mm apresentaram

baixo potencial de expansao, independente da presenca ou auséncia de corpo Iuteo
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(Tabela 3). A distribuicdo de valores maximos e minimos, da porcentagem de
expansdo neste grupo (GC) esta também representada na Fig.8. Odcitos inclusos
nesta categoria folicular encontram-se em processo de maturacdo quando aspirados,
e a continuidade do mesmo in vitro parece ser limitada pela ativagédo prévia de fatores
envolvidos na maturacéo fisiolégica, os quais ndo sdo competentes a continuidade do
processo in vitro. No entanto, na minoria de odcitos dentro desta categoria, 0os quais
apresentaram maturacao, observa-se grande diferenca na mensuracdo da expansao
das células do cumlus na presenca ou auséncia de CL.

A relacdo Estrogeno: Progesterona influencia diretamente no
crescimento folicular e no potencial de maturacdo do odcitos, o que fica claro neste
caso. A expansdo média dos CCOs de foliculos > 9 mm foi superior na auséncia de
CL guando comparada a medida obtida na presenca de CL, embora a porcentagem
representada por ambas foi baixa e ficou entre 30 e 40%, respectivamente, na
auséncia e presenca de CL (Tabela 3 e Fig 7).

Este achado reflete o potencial de crescimento folicular na presenca de
estrogeno durante a fase de dominancia, embora com baixas taxas de maturacao
oocitaria in vitro, principalmente na auséncia de CL, acompanhada por ja estabelecida

maturacao fisioldgica na fase pré- ovulatoria.
4.5 Concluséo

Na auséncia de CL, complexos cumulus odcitos oriundos de foliculos < 3mm
apresentaram expansdo compativel com aqueles de foliculos médios, os quais
normalmente sdo aspirados nos procedimentos a campo. Este achado indica o
potencial para a aspiracdo de foliculos menores subutilizados e aumento do nimero
de odcitos obtidos por sessdo de aspiracdao, podendo aumentar, consequentemente,
os indices de PIVE. A demonstracdo dos resultados da PIVE com a utilizacdo de tais
odcitos provenientes de foliculos menores em racgas zebuinas e ragas resultantes de

cruzamentos € escassa e deve ser investigada.

Odcitos provenientes de foliculos grandes apresentaram taxas mais baixas de
maturacgéo, independente da presenca ou auséncia de CL, portanto, confirma-se a

manutenc¢ao do critério de exclusdo dos mesmos para a OPU na PIVE.
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5. EXPERIMENTO I
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES NELORE E GREYMAN

5.1 Hipotese
A performance reprodutiva de doadoras da raca Greyman, associada a
adaptacao as condicbes da regido Norte do Brasil resultard em producéo in vitro de

embrides satisfatéria, quando comparada a raca Nelore.
5.2 Objetivo geral

Comparar os indices do processo da PIVE em vacas doadoras das racas

Greyman e Nelore
5.2.1 Objetivos Especificos

Determinar e comparar os indices da PIVE (niumero de odcitos viaveis obtidos
na OPU, taxa de clivagem embrionaria, blastocistos, blastocistos transferidos e

prenhez) em doadoras Greyman e Nelore.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Local

A producdo de embrides in vitro foi realizada no Laboratério EmbryoFiv (Fig.
09) localizado na chacara Pato Branco, situada no Municipio de Colorado do Oeste-
RO.

Figura 9 - EmbryoFiv Fertilizacao In Vitro

Embryofiv
FertilizacaollniVitro
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Fonte: .qooqlemaps.com 2020
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Os procedimentos realizados desde a aspiracdo até a obtencdo de embrides

aptos a inovulacdo estéo representados na linha do tempo da Figura 10, a seguir.

Figura 10 - Organograma dos procedimentos para a PIVE — Exp 2. |l

EXPERIMENTO Il

Vacas mesticas 1/2
sangue Bos taurus
Bos indicus, lactantes
média de 10
litros/dia

ol
O3 0dcitos foram co
incubados por 24 horas, em
smostera de 5% de CO2,
umidade relatva de 95% e
temperatura de 38.8°C.

Apos 24 hor
Preparadas de nicio ¢.;|v“ £
acordo com o ¢
protocolo de

sicncronizacdo.

€. 03 e DS ocomev a
troca do meio

PUNCAO, RASTREIO E
MATURACAO

AVALIACAO E

© ocaeanmas @ rccerrons oeemsriio €@ ) rermizacioe cunvo ) AAaSeo E

AOPU foi reakzada
em dias aleattnos

@0 cicio ostal, 4 3
as doadoras foram .. '., ¢

submetidas & f Ma * e ]
anestesia epidural -

baixa com Sml. de N

docaina a 2%

4
Yw
k-3

Realizado nas dependéncia
do Laboratono EMBRYOFIV.

Utlizou-se 10 matrizes
doadoras sendo, 05 da
Racas Nelore e 5 da Raga
Greyman

Classificacdo dos
obcnos coletados
como Grau |, Graw I,
Grau I desnudo ou
sem cumulus.
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1. Experimento realizado durante o més de maio no laboratério Embryofiv, dez vacas 10 doadoras,
sendo 5 da raca Greyman e 5 da raca Nelore foram submetidas a OPU. 2: Vacas mesticas % sangue
Bos taurus indicus foram utilizadas como receptoras de embrido. 3: OPU realizada em dias aleatoérios
do ciclo estral, CCOs classificados em Grau I, Grau Il, Grau Ill e Desnudo. O meio de maturagéo
utilizado foi TCM-199, os odcitos foram acondicionados em gotas de 40 yL de meio de maturagdo
(apéndice A) sob 25 uL 6leo mineral, incubados & 38,5°C por 24 horas. 4: Para fertilizacdo utilizou-se
sémen convencional (gradiente de percoll, 10 yL de sémen em cada gota) seguindo-se a incubagéo
das gotas de fertilizagdo por 24 horas. Apds 24 horas, zigotos foram lavados com meio SOF e
incubados em 40 yL de meio de maturacao (apéndice A) sob 25 uL 6leo mineral, incubados & 38,5°C
por 24 horas. No terceiro e quinto dia ocorreu a troca do meio (feeding), 5: Avaliacdo e selecdo de
embrides considerados morfologicamente aceitiveis para o envase no sétimo dia. Blastocistos
selecionados envasados em HSOF dentro de palhetas de 0,25 mL e colocados no transportado até o
local de inovulagéo.

5.3.2 Animais

Foram utilizadas como doadoras de embrido, cinco (n=5) vacas da ra¢ca meio sangue
Greyman e cinco (n=5) vacas da raca Nelore Puro de Origem (PO), as quais foram
submetidas as mesmas condicbes de manejo. Para inovulacdo dos embrides PIVE
foram utilizadas vacas receptoras mesticas (%2 sangue Bos taurus x % sangue Bos

indicus), lactantes (média de 10 litros de leite/dia em sistema integrado pasto e



51

suplementacdo com concentrado, sal mineral e 4gua em bebedouro tipo australiano )
com até dois partos. Vacas doadoras foram preparadas de acordo com o protocolo

hormonal de sincronizacao descrito a seguir (Figura 11).

Figura 11 - Protocolo de sincronizacdo hormonal das vacas receptoras de embriao

I‘:-Iﬂ D& I:'IIB DIS' DIIO D17
PGF2x Retira  BE Cio TE
P4
+aCG =X

Fonte: Arquivo permanente Embryofiv, 2020.

A sincronizacdo foi iniciada no dia DO, no qual foi inserido um dispositivo
intravaginal com 1g de progesterona (P4) (Sicrogestc®, Ourofino, Brasil) e aplicacao
de 2,0 mg de benzoato de estradiol (BE - Estrogin®). No quinto dia (D5) ocorreu,
concomitantemente, a aplicacdo intramuscular de 200Ul de gonadotrofina coridnica
equina (eCG), (Folligon®, Intervt, Brasil). No oitavo dia (D8) o dispositivo de P4 foi
retirado e procedida a aplicacdo via intramuscular de 500ug de cloprostenol sédico
(Sincrocio ®, Ourofino, Brasil) e no nono dia (D9 a administracdo de 1mg de
benzoato de estradiol (BE - Estrogin®), via intramuscular. No D17 ocorreu a
inovulacdo dos Embrides PIVE.

5.3.3 Puncao Folicular Guiada por Ultrassonografia (OPU)

A OPU foi realizada em dias aleatérios do ciclo estral, com intervalo de 30
dias, sendo realizada a primeira aspiracdo no més de maio. Para o procedimento de
aspiracdo, as doadoras foram submetidas a anestesia epidural baixa com 5mL de
lidocaina a 2% (Anestxt®, Vetoquinol, Brasil), entre a primeira e segunda vértebra
coccigea e higienizadas na regido perineal apés relaxamento da cauda.

Os odcitos foram coletados por meio da OPU, com aparelho portéatil de
ultrassom (Mindray® DP 2200 VET — Mindray, LTD, Téquio, Japao) equipado com
transdutor endocavitario microconvexo de 5,0 mHz. Este aparelho foi adaptado a uma
guia de bidpsia para aspiracdo folicular conectado a agulha descartavel de 18G e
linha de aspiracdo de teflon de 1,7 mm de didmetro interno e 80 cm de comprimento
(WTA Ltda, Cravinhos, Séao Paulo, Brasil) conectadas a um tubo cénicos de 50 mL

para coleta dos odcitos.
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O sistema de aspiracao foi acoplado a bomba de vacuo (BV 003d — WTA Ltda,
Cravinhos, S&o Paulo, Brasil) portatil, ajustada e regulada com pressdo negativa de
68 mmHg (12 a 15 mL de agua/minuto; KRUIP et al., 1994). O meio de aspiracdo
utilizado para lubrificacdo e lavagem do sistema de OPU e para o recebimento dos

od6citos no tubo de coleta foi PBS, mantidos a aproximadamente 37° C.
5.3.4 Rastreamento e Maturagéo in vitro (MIV)

O fluido obtido por puncéo folicular foi transferido para a sala de rastreamento,
em um tubo falcon protegido de luz solar. Apos filtrado, o conteudo foi transferido para
uma placa de petri (uma placa por animal) e o rastreador fez a observacdo e
classificacdo dos odcitos coletados como Grau I, Grau I, Grau lll, desnudo ou sem
cumulus.

Para o presente ex,perimento foram utilizados CCOs de GRAU I, Il e lll, sendo
0os mesmos transferidos para gotas de 60 uL de meio de lavagem e acondicionados
em criotubos contendo 25uL meio de maturacdo (apéndice A) e 40uL de 6leo mineral
em atmosfera de 5% de CO2 com a tampa lacrada, mantidos no transportador de
odcitos (Treo® WTA Ltda, Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil) até o final da OPU. Entao,
sendo colocados na incubadora (Thermo®) a 38,8 °C, por 24 horas, com a tampa

semi aberta para o término da maturacao.
5.3.5 Fecundagéo in vitro (FIV)

Apbés a maturagcdo, os odcitos foram lavados duas vezes em meio FIV
(Apéndice B) para remog¢&o do meio MIV, em seguida foram transferidos para gota de
70 pyL de meio FIV, sob 6leo mineral. Foi usado sémen convencional do mesmo touro
para as respectivas racas. O sémen foi descongelado em agua a 36 °C, por 30
segundos. A técnica de selecado e recuperacdo de espermatozoide foi o gradiente de
Percoll (Apéndice C) 45% e 90%, equilibrada em solugéo 10x concentrada.

Apbs a recuperacao dos espermatozoides, os mesmos foram concentrados em
30 pL do sedimento selecionado pelo Percoll e colocados em microcubo (eppendorf)
contendo 30 pL de meio FIV gota pré-equilibrada. Adicionou-se 10uL de suspensao
de sémen por gota, tendo um total de aproximadamente 90 milhdes de
espermatozoides por gota. Os oocitos foram co incubados por 24 horas, em

atmosfera de 5% de CO,, umidade relativa de 95% e temperatura de 38,8°C.
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5.3.6 Cultivo in vitro (CIV) / “Feeding” e avaliagao da taxa de clivagem

Apoés 24 horas do inicio da FIV, os zigotos foram removidos da gota FIV e
lavados em meio TL-Sémen (Apéndice D), sendo submetidos as sucessivas
pipetagens para remoc¢éo das células do cumulus. Depois os mesmos foram lavados
em meio de desenvolvimento SOF (Apéndice E), no qual foram transferidos para gota
de 70 pyL de meio SOF, sob 6leo mineral. No terceiro dia (D3) e no quinto dia (D5)
ocorreu avaliagao da clivagem e a troca de meio, sendo retirados 30 yL de cada gota
e acrescentado 30 pL. As estruturas foram entdo incubadas por 24 horas em

atmosfera de 5% de CO2, umidade relativa de 95% e temperatura de 38,8°C.
5.3.7 Avaliacdo da taxa de blastocistos e inovulacdo de embrides

No sétimo dia (D7) foi realizada a avaliacdo dos embrides e aqueles
selecionados considerados de boa qualidade por meio de avaliacdo morfologica,
segundo as recomendacbes da IETS (International Embryo Technology Society),
foram entdo envasados em meio HSOF (Apéndice F), em palhetas de 0,25 mL e
acondicionados no transportador de embrides (TREO® - WTA Ltda, Cravinhos, Séao
Paulo, Brasil) até a chegada ao local da inovulacdo nas vacas receptoras previamente
sincronizadas. A inovulagdo de embrides ocorreu em trés fazendas localizadas no
municipio de Colorado do Oeste-RO.

No decimo sétimo dia D17, as respectivas receptoras tiveram seus OVArios
avaliados por meio de ultrassonografia para verificagdo para parecenca do CL. As
vacas que apresentaram o CL receberam anestesia com 5ml de cloridato de
Lidocaina 2% (Anestxt®, Vetoquinol, Brasil), na regido epidural, entre a primeira e
segunda vértebra coccigea. Em seguida, houve a higienizacdo da vulva com agua
corrente e seca com papel toalha. O inovulador com a bainha e a palheta contendo o
embrido foi levado a porcéo cranial do corno ipsilateral ao corpo lateo, onde o embrido

foi depositado.
5.3.8 Diagnostico Gestacional (DG)

Apoés 30 dias da data da inovulacdo dos embrides PIVE, o diagndéstico foi

realizado por meio de ultrassonografia trans- retal (Mindray® DP 2200 VET — Mindray,
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LTD, Téquio, Japao). Aos 60 dias ocorreu o segundo diagndstico para confirmacao da
prenhez final (DGF).

5.4 Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade, homogeneidade de variancias
e andlise de residuos e por meio de delineamento inteiramente casualizado e as
médias foram confrontadas pelo teste F ou pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 95%
de confiabilidade.

5.5 Resultados e Discussodes

Experimento I

O rendimento da OPU mostrou-se superior em vacas Nelore comparado as
Greyman, considerando o niumero meédio de CCOs totais e viaveis (Tabela 4). No
entanto, a porcentagem de odcitos viaveis obtidos em ambas as racas esteve acima

de 80% e os inviaveis (desnudos), abaixo de 20%.

Tabela 4 - Numero médio e classificacdo de CCOs obtidos na OPU de vacas Nelore

Greyman.
Média de Odcitos Classificacado de odcitos viaveis
(%) (%)
Doadoras . Desnudos Viaveis Graul Graull Grau Il
Totais
Nelore 202,6 34,3 +1,8 168,3 + 2,05 (44%)  (41%) (15%)
(17%) (83%)
Greyman 101,6 21,625 89,0+ 7,25 30 39 21
(19%) (81%) (34%)  (43%) (23%)

Dentre os CCOs viaveis, observa-se que a classificagdo para ambas as racas
€ compativel, predominando odécitos Grau | e Il em maior porcentagem, o que reflete

nas taxas de clivagem e éxito no desenvolvimento embrionario.

A média de CCOs obtida considerando ambas as ragas, assim como 0 humero
total de odcitos e porcentagem de estruturas viaveis e inviaveis obtidos por OPU para

a PIVE estéo representadas na tabela5. O numero superior de odécitos viaveis em
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relacdo aos inviaveis pode ser observado, com a respectiva porcentagem para cada
raca (Tabela 5).

Tabela 5 - Classificacdo dos complexos cumulus o6citos em vacas Nelore e
Greyman submetidas a OPU

Totais Odbcitos Odbcitos
Inviaveis Viaveis
Média de o6citos obtidos na
OPU por Réplica 157 28 129
N 168 772
Odcitos totais 940
(%)
18% 82%

A porcentagem de odcitos viaveis para a raca Nelore foi superior quando
comparado aqueles obtidos na OPU da raca Greyman. No entanto, apenas od6citos
selecionados como Grau | e Il foram submetidos a PIVE para ambas as racas,
resultando em porcentagens nao significativamente diferentes, como taxa de
blasticistos e blasticistos selecionados para inovulacéo, o que revela a eficiéncia da
PIVE na ragca Greyman, assim como compatibilidade com os resultados obtidos na
raca Nelore.

O desempenho de vacas doadoras Bos indicus (Brahman, n= 161) vs Bos
taurus (Angus e Simental n= 167) foi comparado quanto a producdo oocitaria
demonstrando superioridade no indicus versus taurus, respectivamente (n= 2556) vc
(n=1903), p=0,08; assim como na qualidade morfologica dos oocitos Grau | e Grau |l
obtidos das respectivas racas: (n = 689 vs. 444 para COCs grau |, P < 0,0001; n = 681
vs. 509 para COCs grau Il, P = 0,010, para doadoras zebu e taurina, respectivamente)
(Guimarées et al, 2020).

Os achados acima justificam a influéncia positiva do Bos indicus na
composicdo da raca Greyman, apesar do menor nimero de animais utilizados no
presente experimento, no qual as diferencas quanto a morfologia, ndo se fazem
presentes (Tabela 4). O numero de CCOs viaveis obtidos na OPU em vacas doadoras
da raca Nelore e da raca Greyman, assim como os indices da PIVE em cada réplica

para cada raga estdo representados no Anexo 5.
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Os indices da PIVE para vacas das racas Nelore e Greyman estao
dentro da média esperada nas rotinas de laboratérios comerciais e de centros de
pesquisa, nos quais buscam manter a producéo de blastocistos acima de 40%, sendo
aceitaveis valores pelo menos superiores a 35%. Embora o nimero de odcitos obtidos
na OPU das vacas Greyman tenha sido inferior quando comparado ao namero obtido
nas vacas Nelore, a taxa de clivagem ficou acima de 70%.

Este resultado indica bom potencial nas clivagens iniciais, podendo ser
atribuido ao rastreamento eficaz e selecdo de odcitos de 6tima qualidade, além do
bom desempenho da raca na producédo in vitro de embrides dentro dos protocolos
usuais adotados pelo laboratério. A producdo de embrides em determinadas racas
pode apresentar variacfes diante de determinados protocolos utilizados, influenciados
pelos meios de maturacéo, fertilizacdo e cultivo. A escolha do sémen em certos
acasalamentos nem sempre é compativel com razoaveis indices da PIVE, muitas
vezes exigindo substituichio do sémen em casos de baixas taxas de producao
embrionaria.

Nas demais fases, o desenvolvimento embrionario em ambas as racas é
compativel, estando os indices médios, muito proximos na fase final de blastocisto
viavel para inovulacdo. No entanto, as taxas de prenhez pdés inovulacdo, mostram
superioridade para embribes PIVE da raca Nelore. Fatores relacionados as
receptoras, como nutricdo, sanidade e condicdo corporal podem influenciar
diretamente nos resultados da prenhez.

Valores médios para o6citos submetidos a maturacdo, blastocisto e,
desenvolvimento e blastocistos vidveis para inovulagdo, assim como taxa de prenhez

estdo representados na tabela 6.
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Tabela 6 - indices da PIVE e taxas de prenhez em vacas Nelore e Greyman.

Parametros Raca / Média e Desvio Padréo*
(%) Greyman Nelore
Od6citos Viaveis 78 + O B 83 * 0 A
Invidveis 22 £ O B 17 ik 0 A
Blastocistos 52 + 0 A 47 + 0 A
Transferidos 49 + 0 A 42 £ 0 A
Prenhez DGI 61 + 0 B 45 + 0 A

Valores médios seguidos por letras diferentes na mesma linha diferem p<0.05.

Tabela 7- indices da PIVE e taxas de prenhez obtidos em vacas Nelore e Greyman

Doadoras Odcitos Clivagem BL inicial BL Transf N prenhez
Viaveis Mérulas
N= 90 N=70 N=68 N=41
Nelore 166 54,2% 42,1% 41% 60%
N= 64 N=41 N=38 N=18
Greyman 89 2% 46% 43% 47%

Ao comparar a PIVE para doadoras zebuinas e taurinas Guimaraes et al;
(2020) determinaram a superioridade para doadoras zebuinas quanto a porcentagem
de moérulas (44% zebuinas e 64,2% taurinas, P = 0,017) e blastocistos expandidos
(81,43% zebuinas e 75,13% taurinas, P < 0,0001). Este achado indiretamente
favorece a performance reprodutiva da raca Greyman na PIVE, considerando sua
composicdo Bos indicus aliada ao potencial promissor da raca quanto as
caracteristicas produtivas agregadas a composicdo genética do Bos taurus. A
investigagdo quanto a influéncia na performance reprodutiva, com énfase na PIVE das
demais variacbes de grau sanguineo do Greyman se faz necessaria, e contribuira
para a pecuaria na regiao estudada. Estudos estao sendo iniciados neste sentido para
esclarecer as variacdes possivelmente encontradas de acordo com o grau de sangue

taurus (Murray Gray) introduzido na base indicus (Bhraman e Nelore).
5.6. CONCLUSAO EXPERIMENTO Il

Os indices da PIVE obtidos a partir de vacas doadoras da raca Greyman

mostraram-se aceitaveis quando comparados aos indices de vacas doadoras da raca
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Nelore. O rendimento da OPU nas vacas Greyman nao foi eficiente como nas vacas
Nelore, com niumeros menores.

A menor disponibilidade em pastagens em determinadas fases do ano pode
afetar diretamente a condicéo reprodutiva, ciclicidade da fémea e consequentemente
limitar o rendimento da OPU. O periodo de adaptacédo de novas racas introduzidas em
determinada regido, pode resultar em variacdes mais frequentes quanto aos indices
apresentados, com a necessidade de correcdo de fatores relacionados ao manejo
nutricional e reprodutivo, além das condi¢cdes de ambiéncia e bem - estar.

O rendimento da OPU também apresenta uma forte relagdo com a raca, sendo
superior em zebuinos quando comparados aos taurinos, embora a Greyman tenha na
sua composicdo genética, a influéncia da raca zebuina, neste caso a raca Brahma.
Nota-se que os resultado da OPU obtidos desta raca foram proximos aos indices
encontrados em racas taurinas. Fato que pode ser compensado com aspiracdes mais
frequentes para obtencdo do numero proposto de embribes PIV dentro de

determinado periodo na estacao de monta definida.
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ANEXO I- Meios de Maturagéao Utilizados no Procedimento de Fertilizagdo In
Vitro.

APENDICE A — Meio de Maturac&o

Meio de maturacdo em TCM-199 bicarbonato suplementado com macromoléculas
(10% (v/v) de SFB ou 6 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos
graxos dependendo do pré-experimento), 50 ug/mL de gentamicina, 0,2 mM de
piruvato de sédio, 1 ug/mL de estradiol, 10 ug/mL de horménio foliculo estimulante
(FSH) e 10 pyg/mL de horménio luteinizante (LH).

APENDICE B - Meio de FIV

Para a Fertilizacdo In Vitro sera utilizados meio FIV composto por TL-Stock 114mM de
Coreto de Sdédio, 3mM dOe Cloreto de Potassio, 0.5mM de Cloreto de Magnésio
hexahidratado, 0.3mM de Fosfato de Sédio bibésico andro, 25 mM de Bicarbonato de
Sodio, 2mM de Cloreto de Caélcio di-hidratado, 12mM de DLAcido Léatico (60%),
1.0g/ml de Bissulfito de sSédio, Salina 0.9% e 2mM de D-Pencialamania, 176u/mg de
heparina e 6mg/mL de BSA(FIV).

APENDICE C- Meio de Percol 90%

Solucdo de Percoll 90% composto por 31mM de Cloreto de Potassio, 3mM de
Dihidrofosfato de sédio monohidratado, 800Mm de Cloreto de Soédio, 50mM de
Hespes Acido, 50mM de Hepers Sédico, 1.0M de Cloreto de calcio di-hidrato, 100mM
de cloreto de Magnésio hexa-hidratado, 26.4mM de DL- Acido Latico (60%) e 20mM
de Bicarbonato de Sédio.

APENDICE D- Meio TL-Sémen

Meio TI-Sémen composto por 100mM de Cloreto de Sodio, 3mM de Cloreto de
Potassio,0.4mM de Cloreto de Magnésio hexanhidratado, 0.3mM de Fosfato de Sédio
bib4asico andidro, 25mM de Bicarbonmato de Sdédio, 2mM de cloreto de calcio di-
hidratado, 26mM de DL-Acido Latico (60%) 30m de Phenol Red.

APENDICE E- Meio SOF

Meio SOF constituido de 1.1M de cloreto de sédio, 72mM de Cloreto de Potassio,
12mM de Fosfato de Potassio Monobassico, 7.4mM de sulfato de Magnésio, 50M de
DL-Acido Léatico (60%), 250mM de Bicarbonato de Sédio, 260M de Phenol Red,
178mM de Cloreto de Calcio di-hidratado, 200mM de L-Glutamina, BME Essenciais
50x, MEM nao essenciais 100x, 2.8mM de Myo-Inostiol, 340M de Tri-Citrato de Sdédio
Di-Hidratado, 100mM de Piruvato Sédico, 5mg/mL de BSA(CIV) e 2.5% de SFB.
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APENDICE F- Meio HSOF

Meio HSOF composto por 1.1M de Cloreto de Sddio, 72Mm de Cloreto de Potéssio,
12mM de Fosfato de Potassio Monobasico, 7.4mM de Sulfato de Magnésio, 50M de
DL-Acido Latico (60%), 250mM de Bicarbonato de Sdédio, 260M de Phenol Red,
178mM de Cloreto de Célcio di-hidratado, 125mM de Hepes Sddico, 125mM de
Hepes Acido, 200mM d L-Glutamina, BME Essenciais 50x, MEM N&o-essenciais
100x, 2,8mM de Myolnositol, 340M de Tri-Citrato de Sddio Di-Hidratado, 100mM de
Piruvalto Sédico, 83.4g/ml de Sulfato Amicacina, 5mg/ml de BSA(CIV) e 2,5% deS
FB.

APENDICE G- Gotas de Maturac&o

Gotas da maturacdo composta por complexo cumulus oécitos de cada doadora
identificada ao fundo da placa sendo 25 odcitos por gota meio MIV composto por
TCM-199 bicarbonato suplementado com macromoléculas (10% (v/v) de SFB ou 6
mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos (dependendo do
experimento). 50 pg/ml de gentamicina, 0,2 mm de piruvato de sédio, 1 pg/ml de
estradiol, 10 yg/ml de hormdnio foliculo estimulante (FSH) e 10 ug/ml de horménio
luteinizante (LH). 1.2 Placa com 7 gota de FIV composta por sémen e complexo
cumulus odcitos de cada doadora identificada ao fundo da placa sendo 25 odcitos por
gota meio FIV composto por TL-Stock[114mM de Cloreto de Sédio, 3mM de Cloreto
de Potéassio, 0.5mM de Cloreto de Magnésio hexahidratado, 0.3mM de Fosfato de
Saodio bi basico ando, 25 mm de Bicarbonato de Sédio, 2mM de Cloreto de Céalcio di-
hidratado, 12mM de DL Acido Latico (60%), 1.0g/ml de Bissulfeto de Sédio, Salina
0.9% e 2mM de D-Penicilina, 176u/mg de heparina e 6mg/ml de BSA(FIV). 1.3 Placa
com 7 gota de SOF composta por zigotos de cada doadora identificada ao fundo da
placa sendo 15 zigoto por gota meio SOF composto por 1.1M de cloreto de sédio,
72mM de Cloreto de Potassio, 12mM de Fosfato de Potassio Monobasico, 7.4mM de
sulfato de Magnésio, 50M de DL-Acido Latico (60%), 250mM de Bicarbonato de
Sodio, 260M de Phenol Red., 178mM de Cloreto de Calcio di-hidratado, 200mM de L-
Glutamina, BME Essenciais 50x, MEM nao essenciais 100x, 2.8mM de Myo-Inostiol,
340M de Tri- nitrato de Sodio Di-Hidratado, 100mM de Piruvato Sédico, 5mg/ml de
BSA(CIV) e 2.5% de SFB. 1.4 Terceiro dia (D3) Avaliacdo da clivagem e troca do
meio retira 30pL repde 30uL 1.5 Quinto dia (D5) Avaliagdo da clivagem e troca do
meio retira 30uL repde 30uL.1.6Embrides em D7 aptos para envase em meio HSOF
composto por 1.1M de Cloreto de Sédio, 72Mm de Cloreto de Potassio, 12mM de
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Fosfato de Potassio Monobasico, 7.4mM de Sulfato de Magnésio, 50M de DL-Acido
Latico (60%), 250mM de Bicarbonato de Sédio, 260M de Phenol Red., 178mM de
Cloreto de Célcio di-hidratado, 125mM de Herpes Sddico, 125mM de Herpes Acido,
200mM d L-Glutamina, BME Essenciais 50x, MEM Né&o-essenciais 100x, 2,8mM de
Myo-Inostiol, 340M de Tri-nitrato de Sodio Di-Hidratado, 100mM de Piruvato Sddico,
83.4g/ml de Sulfato Amicissima, 5mg/ml de BSA(CIV) e 2,5% de SFB. 1.7 Inovulacao

do embrido em receptora com ovulacao.



ANEXO Il = PORTIFOLIO MATURACAO EXPERIMENTO |

[ PORTIFOLIO MATURACAO ]
EXPERIMENTO 1

COLETA: 01/04/2020

FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA01/001- TEMPO OH
FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICAO1/001- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICAD1/001- TEMPO 24H ey T R LT R R A e i

COLETA: 01/04/2020

FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICAD1/001- TEMPO OH FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA01/001- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICAO1/001- TEMPO 24H
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FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICADO1/001- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICAO1/001- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICAD1/001- TEMPO 24H
FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICAD1/001- TEMPO 24 H

COLETA: 06/04/2020 FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICADE/002- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICAOE/002- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICADE/002- TEMPO 24H



COLETA: 06/04/2020
FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICADE/002- TEMPO OH FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA06/002- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICADE/002- TEMPO 24H

COLETA: 06/04/2020

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICADE/002- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICADG/002- TEMPO 24H
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COLETA: 08/04/2020

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA08/003- TEMPO oH  FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA08/003- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICAD8/003- TEMPO 24H

FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA0B/003- TEMPO OH COLETA: 08/04/2020
FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA08/003- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICADS/003- TEMPO 24H




FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICAD8/003- TEMPO OH
FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICAD8/003- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICAD8/003- TEMPO 24H

COLETA:13/04/2020 FOLICULO TAMANHO M CL REPLICA13/004- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA13/004- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA13/004- TEMPO 24H
FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA13/004- TEMPO 24H
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FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA13/004- TEMPO OH COLETA: 12/04/2020

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA13/004- TEMPO OH

FOLICULD: TR0, /0. S 1= IERLICASII004 = TENIE 24T FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA13/004- TEMPO 24H

FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA13/004- TEMPO OH
FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA13/004- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA13/004- TEMPO 24H FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA13/004- TEMPO 24H




COLETA: 15/04/2020

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA 15/005-TEMPO OH  poLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 15/005- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 15/005- TEMPO 24H
FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA 15/005-TEMPO 24H

FOLICULO TAMANHO G 5EM CL REPLICA 15/005-TEMPO OH COLETA: 15/04/2020

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA15/005- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA 15/005-TEMPO 24H
FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA 15/005-TEMPO 24H
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FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA15/005- TEMPO OH FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA15/005- TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA 15/005-TEMPO 24H

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA 15/005-TEMPO 24H

COLETA: 20/04/2020
FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA 20/006-TEMPO OH FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 20/006- TEMPO 0H

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA 20/006-TEMPO 24H FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 20/006- TEMPO 24H
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COLETA: 20/04/2020
FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA 20/006-TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA 20/006-TEMPO OH

roes oLl e b o A 2N rO:24H FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA 20/006-TEMPO 24H

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA 20/00€- TEMPO OH FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA 20/006-TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA 20/006- TEMPO 24H
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COLETA:22/04/2020

FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 22/007- TEMPO o4  FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 22/007- TEMPO OH

COLETA:22/04/2020
FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA 22/007-TEMPO OH FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA 22/007-TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA 22/007-TEMPO 24H
FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA 22/007-TEMPO 24H




FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA 22/007-TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA 22/007-TEMPO OH

Four O TAM - a cA 7 PO 24H FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA 22/007-TEMPO 24H

COLETA:27/04/2020 FOLICULO TAMANHO M SEM CL REPLICA 27/008- TEM PO OH

FOLICULO TAMANHO P SEM CL REPLICA 27/008- TEMPO OH
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COLETA: 27/04/2020
FOLICULO TAMANHO G SEM CL REPLICA 27/008- TEMPO 0H FOLICULO TAMANHO P COM CL REPLICA 27/008-TEMPO OH

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA 27/008- TEMPO OH
O :

FOLICULO TAMANHO M COM CL REPLICA 27/008-TEMPO 24H FOLICULO TAMANHO G COM CL REPLICA 27/008-TEMPO 24H
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ANEXO I11- TABELA DE EXPANSAO DAS CECULAS DO CUMULUS
EXPERIMENTO |

Tabela 8 - Expansao das células do cumulus em oécitos obtidos de vacas
Nelore e Greyman pds maturagao in vitro.

TABELA-MEDIDAS CELULAS CUMULUS QOCIMOS

REPICA 1 | TEMPO |COMPRIMENTO|(LARGURA 0. 7354 EXPANSAD | x EXPANSAD
PSEMCL 0H 116,66 100,04 3166.13
FSEMCL 24 H 116.,25305 120311465 1035563 1513.43 16,56
M SEMCL 0H 10063355 105, 73506 | 5535, 743555
M SEM CL 24H 1260456 14,7313 | 11363,30413 276515 24,33
5 SEMCL 0H 7130107 7429103 | 4160258, 7307
= SEMCL ZdH £53,5345 TE3,3556 | 41721701535 155,25 0,28
FCOMCL 0H a7d.0214 730,374 | 30153651274
F COMCL 24 H 1115345 114,765 | 1005453535 -431313.23 -37.33
MCOMCL 0H 3271347 3001647 | 655515, 7553
MCOMCL 24H 7230632 TIREMT | HET4632 | -238795.32 -36.43
G COMCL 0H 715721 834,124 | S20765,2317
G COMCL ZdH 1066715 3646676 | 8051385213 -433345,41 -54.45
REPICA 2 | TEMPD |COMPRIMENTO|LARGURA 0, 7654 EXPANSAD |  EXPANSAD
FSEMCL 0H 733.0315 16284 | 505376,5555
FSEMCL 24 H BE0,0371 6736365 | 3523519281 -156334.93 -30.82
M SEMCL 0H 351,237 8226055 | 6145700535
M SEMCL 2dH 11,3337 9556212 | 8603142573 | -5Z5536.63 -56.00
=5 SEMCL 0H 733576 14,3642 | 443337.3316
5 SEMCL 24H 106,671 646675 | S0813.26753 [ -365165.72 -&z.00
F COMCL 0H 105.5407 125, 7807 | 1075217265
F COMCL 24 H 14,7343 133,0663 | 1253711343 175434 14,24
MCoOMCL 0H TIE, 2255 1232023 | Nz246,533287
MCoMCL 2dH N3.8677 1229772 | 033505302 | -243.333343 -Z.21
G COMCL 0H 5525453 G54.5095 | 3503501276
G COMCL 24H 317 5576 3126861 | 6577269336 | 3S06746.87 di Gd
REPICA 3 | TEMPO [COMPRIMENTO|LARGURA|( 0,7854 EXPANSAD | =z EXPANSAD
PSEMCL 0H 10,5122 121.3323 | 10569,536253
P SEMCL 24 H 333.1658 05,3237 | 715334.07235 BO524.71 85,20
MSEMCL 0H G51,6331 6235276 | 5131431553
MSEMCL 24H 1034257 11,0655 [ 9021,33544 =327 22 =57 17
= SEMCL 0H T33.5756 7143642 | 4458357.39316
= SEMCL 24H 1115345 14,733 | 1005483555 | -4553335.03 -37.76
PCOMCL oH 350552 d62.0453 | 43372351551
P COMCL 24 H g27.1531 75,0325 | 570414 67353 7063143 12,33
M COMCL 0H 614,1356 E53.2603 | 3324539.55M
MCOMCL 24H a07.58M B53.203 [ 415113.2584 d5653.71 20,43
G COMCEL oH 2175566 2740581 | 233483536
G COmMEL 24H 175576 26306 | B5TT28.0014 | 42424527 54,50
REPICA 4 | TEMPO [COMPRIMENTO|LARGURA| 0.7854 EXPANSAD | > EXPANSAD
P SEMCL oH 7332344 43,4044 | 4305771503
P SEMCL 24 H 833.1658 03,3202 | 7205084635 [ -413826,30 -85.32
MSEMCL 0H 1110655 103542557 | 90219241
M SEM CL 24H G51,6331 E23.5276 | 5131431553 FIET23 EIAT
5 SEMCL oH Sid. 0427 7330323 | 335565.2055
= SEMCL 24H Gdd, 1863 516,0153 | 3M663.4376 -Z6838.77 -3.63
PCOMCL 0H 47,0294 7568723 | 5035149122
P COMCL 24 H 823.3364 8286737 | 5401330372 3665412 6,73
MCOMCL 0H 1327675 1007762 | 10503.43317
MCOmMCL 24H 336776 g4d. 706 [ SSY0E3,0671 | 54656057 ag.11
5 COMCL 0H a1.0573 545, 7169 | 253180.639:7
G COMCL 24H BE2.263 d58.6369 | 4466437736 | 18V463.038 41.37




REPICAS | TEMPO ([COMPRIMENTO|LARGURA| 0.7354 EXPANSAD | x EXPANSAD
P SEM CL nH 7350552 8020455 | 4649415165
P SEM CL 24H 305, 7373 03.77TE | V362893748 | -5O12.58 -8d.12
MSEMCL 0H 3278547 TE4E5TI | 557172, 7634
MSEMCL 24H 585.4356 TI307ET [ 509533.2927 | -47333.45 -5.50
55EMCL 0H B33.322 5254006 [ 33503665234
5 5EMCL 24H BEZ.263 g55.6963 | 4466435, 7736 10854714 24,30
P COM CL nH 6359373 aTE.5602 | 255370.9523
P COM CL 24H 15054 G54.257 | 5245351125 23536715 44 .83
MEOM CL 0H G114, 1356 G539.2603 [ 5332453.5501
MEOM CL 24H 6216586 E1,0333 | 2354656743 | -33333.63 -1.33
5 COMCL 0H 4875572 JS5.6675 [ 137343737
5 COMCL 24H G7E.873 50,4613 | 324531.3345 167157 66 o763
REPICAG | TEMPO ([COMPRIMENTO|LARGURA| 0.7854 EXPANSAD | x EXPANSAD
P SEM CL nH T45.2183 7701567 | 4507654443
P SEM CL 24H 00,0336 506175 | BEET0.05355 [ -333535.33 -85.17
MSEMCL 0H 5516991 B23.527 3191459
MSEMCL 24H 3512374 8220655 | 6141665533 235017.95 43,04
5 5EMCL 0H 463,833 472,573 | 172152 5466
5 5EMCL 24H 676,873 B0 062 [ 3248231023 | 307504545 34,70
P COM CL nH gd3.6753 TES. 4452 | 5031335021
P COM CL 24H 3305647 25,3044 [ BO03625.045 | 3443174236 15,64
MEOM CL 0H 2371076 750576 [ 263702543
MEOM CL 24H 153,413 3471243 | 020704357 | -16TE3Z.05 -6z2.15
5 COMCL 0H 4635334 472,573 | 1721525466
5 COMCL 24H G11,0335 BZ1.0566 | 230d465.67d3 | 126233.33 42,31
REPICA 7 | TEMPO |[COMPRIMENTO|LARGURA 0, 7854 EXPANSAO | = EXPANSAD
F SEM CL 0H 743,641 5162741 | 353355.4132
F SEM CL 24H 133,4626 15,3641 | 1240710553 -347531,31 -96,55
M SEMCL 0H T39,2344 5454044 | 430577,1509
M SEMCL ZdH 1281733 3554054 | 9645460372 | -39d332.54 -80.34
5 SEMCL 0H 50,8583 72205583 | 425815,0875
5 SEMCL 244 15,2625 13.01M 10313,88157 -415435.31 -37.58
F COMCL 0H 1241433 1035141 | 1012209772
F COMCL 24 H ITE5TE 26861 | B57TZ6.9395 | B47604.30 33,46
M COMCL 0H 1330663 14,8436 | 1254415013
M COMCL Z4H TH1.1544 9426352 | 5170158533 20447167 =T
5 COMCL 0H G049.3633 22105 | 2501252045
5 COMCL Zd4H 7519164 a7 6347 | 530102, 7564 2T3377.58 SZ.82
REPICA & | TEMPO |[COMPRIMENTO|LARGURA 0, 7854 EXPANSAD | > EXPANSAD
F SEM CL 0H 103,056 gd46,2536 | 72486 537575
P SEM CL 24H 8617216 TES.3205 | 520402 B35 44716, 26 86,07
M SEMCL 0H 1320 15,7233 | 1380595,4259
M SEMCL ZdH 320,855 1258546 | 31715.24833 -063530.15 =77.03
5 SEMCL 0H 5310037 7215731 | 357607607
5 SEMCL 244 £30,3154 67252404 | 53559351595 1743,33 0.43
F COMCL 0H 105, T5dd 333.7205 | 5305957037
F COMCL 24H 360.3345 101,256 | 7642450032 -6635.37 -7.93
M COMCL 0H a0a.4041 g03.9555 | 5104433577
M COMCL Z4H 1066137 36,3695 | 7940636356 | -432045.62 -, 6d
5 COMCL 0H T01.957T G63.0666 | 3660013257
5 COMCL Zd4H G59,3305 7460075 | 392205571 2620425 .65

Walores de > de expansio negativas foram caloulado: espansic” 100 pela valar inicial tempo2d horas.

alores de 2 de enpanszio positivas foram caloulado: expans3o0" 100loelo valor inicial temooZd horas.
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ANEXO IV- TABELA EXPERIMENTO IlI

Tabela 9. Classificacdo morfolégica de CCOs obtidos na OPU de vacas Nelore e
Greyman, destinados a PIVE.

GRAUIN | GRAUIIN | GRAU Il | DESNUDO N QOCITOS
DOADORAS (%) (%) N (%) (%) VIAVEIS N (%)
Réplica 1 Maio

Nelore 86 ‘ 42 ‘ 38 37 166
% 51,81 25,30 22,89

Greyman 36 33 30 21 99
% 36,36 33,33 30,30

Réplica 2 Junho

Nelore 63 85 20 33 168
% 37,5 50,60 11,90

Greyman 25 50 11 25 86
% 29,07 58,14 12,79

Réplica 3
Julho

Nelore 71 80 20 33 171
% 41,52 46,78 11,70

Greyman 28 33 21 19 82
% 34,15 40,24 25,61
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Anexo V- Réplicas Experimento |1

Tabela 10 - Numero de CCOs viaveis obtidos na OPU em vacas doadoras da raca

Nelore.
DOADORA TOURO OOCITOS VIAVEIS ~ OOCITOS INVIAVEIS
RDM 8512 REM ARMADOR 12 4
JLB 2591 REM ARMADOR 37 8
JLB 2389 REM ARMADOR 42 9
JLB 642 REM ARMADOR 23 6
RDM 6542 REM ARMADOR 52 10
TOTAL CONVENCIONAL 166 37

Réplical - realizada em maio de 2020

Tabela 11 - indices da PIVE obtidos em vacas Nelore PO.

CLIVAGEM  BLASTOCITOS  TRANSFERIDO  PRENHEZES DGI DGF
60% 9 9 3 3
22% 7 6 4 4
15% 11 10 8 8
34% 11 8 5 5
10% 11 11 4 4

49 44 24 24

Réplica 1- realizada em maio de 2020

Tabela 12 - Nimero de CCOs viaveis obtidos na OPU em vacas doadoras da

raca Greyman.

DOADORA TOURO OOCITOS VIAVEIS OOCITOS INVIAVEIS
9 REM ARMADOR 21 5
10 REM ARMADOR 36 4
17 REM ARMADOR 12 5
22 REM ARMADOR 23 5
12 REM ARMADOR 7 2
TOTAL CONVENCIONAL 99 21

Réplica 1- realizada em maio de 2020



Tabela 13 - indices da PIVE obtidos em vacas Greyman

DOADORA CLIVAGEM BLASTOCITOS TRANSFERIDO PRENHEZES DGF

9 47% 11 10 3 3
10 57% 18 14 10 10
17 53% 7 6 4 4
22 24% 8 6 2 2
12 100% 7
51 43 24 24

Réplica 1- realizada em maio de 2020

Tabela 14 - Numero de CCOs viaveis obtido OPU em vacas doadoras da raca

Nelore
DOADORA TOURO OOCITOS VIAVEIS OOCITOS INVIAVEIS
RDM 8512 REM ARMADOR 35 10
JLB 2591 REM ARMADOR 28 6
JLB 2389 REM ARMADOR 39
JLB 642 REM ARMADOR 20
RDM 6542 REM ARMADOR 46 9
TOTAL CONVENCIONAL 168 33

Réplica 2- realizada em Junho de 2020

Tabela 15 - indices da PIVE obtidos em vacas da raca Nelore.

CLIVAGEM BLASTOCITOS TRANSFERIDO PRENHEZES DGF
42% 14 14 12 12
67% 13 10 4 4
75% 20 20 14 14

5% 2 2 1 1
30% 10
41 51 34 34

Réplica 2- realizada em junho de 2020
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Tabela 16 - Numero de CCOs viaveis obtidos na OPU em vacas doadoras da raca

Greyman
DOADORA TOURO OOCITOS VIAVEIS OOCITOS INVIAVEIS

9 REM ARMADOR 12 3

10 REM ARMADOR 35 8

17 REM ARMADOR 15 5

22 REM ARMADOR 17 4

12 REM ARMADOR 7 5

TOTAL CONVENCIONAL 86 25

Réplica 2- realizada em junho de 2020
Tabela 17 -indices da PIVE obtidos em vacas da raca Greyman
CLIVAGEM BLASTOCITOS TRANSFERIDO PRENHEZES DGF

50% 8 8 5 5
10% 9 9 4 4
44% 6 6 2 2
11% 5 5 1 1
100% 7 7 2 2
35 35 14 14

Réplica 2- realizada em junho de 2020

Tabela 18 - Numero de CCOs viaveis obtidos na OPU em vacas doadoras da raca

Nelore.
DOADORA TOURO OOCITOS VIAVEIS OOCITOS INVIAVEIS
RDM 8512 REM ARMADOR 33 6
JLB 2591 REM ARMADOR a7 8
JLB 2389 REM ARMADOR 25 6
JLB 642 REM ARMADOR 25 6
RDM 6542 REM ARMADOR 41 7
TOTAL CONVENCIONAL 171 33
Réplica 3- realizada em julho de 2020
Tabela 19 - indices da PIVE obtidos em vacas da raca Nelore
CLIVAGEM BLASTOCITOS TRANSFERIDO PRENHEZES DGF
27% 13 11 10 10
81% 30 30 18 18
100% 25 25 13 13

92% 14 14 10 10
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90% 34 24 15 15
120 108 66 66

Réplica 3- realizada em julho de 2020

Tabela 20 - Numero de CCOs viaveis obtido OPU em vacas doadoras da raca
Greyman

DOADORA TOURO OOCITOS VIAVEIS OOCITOS INVIAVEIS
9 REM ARMADOR 11 3
10 REM ARMADOR 28 5
17 REM ARMADOR 16 5
22 REM ARMADOR 21 3
12 REM ARMADOR 6 3
TOTAL CONVENCIONAL 82 19

Réplica 3- realizada em julho de 2020

Tabela 21 - indices da PIVE obtidos em vacas da raca Nelore

CLIVAGEM BLASTOCITOS TRANSFERIDO PRENHEZES DGF
28% 4 4 1 1
95% 12 12 4 4
40% 1 1 ** *
50% 15 14 8 8
98% 4 4 2 2

TOTAL 36 35 15 15

Réplica 3- realizada em julho de 2020



