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Resumo

A populagdo mundial tem apresentado crescimento significativo nos tltimos anos, por isso, ¢ necessario o aumento na produgdo de alimento
para abastecimento da mesma. O emprego de biotecnologias reprodutivas objetivando multiplicagdo de animais geneticamente superiores ¢é
essencial para otimizar a producdo animal, uma vez que se tem animais mais produtivos. Contudo, a estacionalidade das chuvas em paises de
clima tropical como o Brasil pode comprometer o sucesso dessas biotecnologias. Assim, o objetivo com este trabalho foi avaliar os resultados
da produg@o in vitro de embrides durante as estagdes chuvosa (meses de Janeiro a Margo) e seca (meses de Julho a Setembro). Para tanto,
fémeas bovinas da raga Gir (n=15) foram submetidas a aspiragao folicular durante ambas esta¢des e avaliados a recuperagao ovocitaria, a
produgdo embrionaria e taxa de concepgao, além do desenvolvimento embrionario para cada estacao. Maior média (4,5 + 0,5 vs. 3,08 £ 0,3) e
taxa de embrido (51,02 vs. 38,64) foram observados na estacao chuvosa em relagao a seca (p<0,05). Contudo, a recuperagdo ovocitaria e taxa
de concepgo ndo foram afetados pela estagdo do ano. Conclui-se que a estagdo do ano compromete diretamente os resultados da produgao in
vitro de embrides, sendo essencial buscar alternativas para minimizar este efeito.

Palavras-chave: Bovino. Nutri¢ao. Prenhez.

Abstract

With the growing world population, food production must be increased. Thus, reproductive biotechnologies must be used to produce genetically
superior animals and optimize animal production. However, the success of such biotechnologies can be compromised by seasonality. This study
was performed to evaluate in vitro embryo production (IVEP) in wet (January—March) and dry (July—September) seasons. Gir females (n =
15) were subjected to follicular aspiration in both seasons. Their oocyte recovery, embryo production, pregnancy, and embryo development in
each season were evaluated. The mean (4.5 £ 0.5 vs. 3.08 £ 0.3) and embryo rate (51.02 vs. 38.64) in the wet season were higher than those
in the dry season (p < 0.05). However, oocyte recovery and pregnancy rate were unaffected by the season. Therefore, seasonality directly
compromises IVEP results.

Keywords: Cattle. Nutrition. Pregnancy.

1 Introducio o0 agroneg6cio. A maior parte do territorio brasileiro apresenta

caracteristicas tropicais, caracterizado por inverno frio e

A populagdo mundial cresceu nos ultimos anos e existe - o
- A , seco, e verdo quente e chuvoso. Estas caracteristicas podem
previsdo de que aumente em dois bilhdes até 2050 (FAO, L. . . .
. . . , N afetar a pecudria de diversas maneiras, em especial no que

2021). Assim, o abastecimento alimentar ¢ uma preocupagao . . . . ~ .
diz respeito a nutri¢ao animal. Isto porque a estagdo seca/fria

das organizagdes mundiais e o Brasil apresenta potencial de ser
o grande fornecedor de alimentos do futuro (PAOLINELLI,
2020). Para isso, € preciso buscar otimizar a produtividade dos

pode proporcionar forrageiras de menor qualidade com menor
fornecimentos de nutrientes, devido a baixa umidade no solo,
baixas temperaturas e fotoperiodo reduzido (LIU et al., 2018;

animais, buscando maior eficiéncia nas cadeias de produgio.

Para auxiliar neste processo, biotecnologias reprodutivas
podem ser empregadas com o intuito de multiplicar animais
de maior genética. Dentre as biotecnologias reprodutivas, a
producdo in vitro de embrides (PIVE) apresenta destaque,
uma vez que permite obter maior nimero de descendentes por
fémea em um mesmo periodo se comparada a inseminagdo
artificial ou transferéncia de embrides convencional
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

Contudo, a sazonalidade pode ser um fator limitante para
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PETERSON; SHEAFFER; HALL, 1992; REIS; BARBERO;
HOFFMANN, 2016; SANTOS et al., 2004; VITOR et al.,
2009).

Com o suprimento nutricional prejudicado, hé alteragdo na
concentragdo circulante de fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-I) e dos principais hormonios reprodutivos
como hormodnio luteinizante, estradiol e progesterona
(BUTLER, 2000; SARTORI et al., 2016) comprometendo
a fertilidade dos animais e gerando perdas econdmicas ao
produtor (ROCHE et al., 2011).
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Comparando resultados da produgao in vitro de embrides
de um laboratorio comercial, Lacerda e colaboradores (dados
nao publicados) observaram que durante o inverno ha maior
porcentagem de corpo liteo de menor 4rea em receptoras
de embrido. Sendo que este pardmetro esta diretamente
relacionado com uma menor taxa de prenhez (LACERDA et
al., 2020).

O efeito da sazonalidade também pode ser observado na
producdo de blastocistos, sendo a producdo de blastocisto
menor, e com blastocistos de pior qualidade durante estagdo de
inverno, onde hé baixa precipitagio mensal CHEUQUEMAN
et al., 2016; CHRENEK et al., 2015)

Logo, no contexto da produgdo in vitro de embrides,
tanto as fémeas doadoras podem ser prejudicadas, no que diz
respeito a qualidade ovocitaria, quanto as receptoras, uma
vez que podem apresentar um corpo luteo de menor volume e
menor producdo de progesterona, comprometendo a prenhez.

Assim, o objetivo com este trabalho foi avaliar os
resultados da producdo in vitro de embrides durante as
estagoes chuvosa (Janeiro a Margo) e seca (Julho a Setembro).

2 Material e Métodos
2.1 Localizagao

O experimento foi realizado em uma propriedade
comercial, situada no municipio de Bardo de Monte Alto,
na regido da zona da mata de Minas Gerais, com clima
predominante o tropical, caracterizado por inverno seco e
verdo chuvoso. As temperaturas minima, média e maxima
e precipitagdo registradas para regido (Figura 1) durante o
verdo e inverno dos anos 2019 e 2020 foram registrados pela
estacdo meteorologica do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), localizadas em latitude e longitude de -21.104867
e -42.375904, respectivamente.

Figura 1 — Precipitacdo e temperaturas maxima média e minimas
registradas ao longo do ano
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Fonte: dados da pesquisa.

2.2 Producio in vitro de embrides

Em um dia aleatério do ciclo estral, fémeas da raga Gir
(n=15), ndo lactantes e nao gestantes, com escore de condigao
corporal 3,0 (escala de 1,0 a 5,0) foram submetidas a aspiragao
folicular pelo método de ovun pick up (MONTEIRO et al.,
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2017), onde foliculos com diametro maior que 2 mm foram
aspirados com auxilio de aparelho de ultrasson de modo B
em tempo real acoplado a um transdutor convexo de 7,5 MHz
(Mindray DP 2200, Shenzhen, China). A pungédo folicular foi
realizada utilizando agulha hipodérmica descartavel de calibre
19x12 mm conectada a um tubo c6nico de 50 mL, contendo
solugdo tampdo fosfato salina (PBS) e heparina aquecidos
a 37°C. A OPU foi realizada com auxilio de uma bomba de
vacuo (WTA, Cravinhos, Brasil) com pressao negativa de 90
mmHg. Ap6s OPU, os o6citos recuperados foram rastreados e
classificados em estéreomicroscopio (Coliman, Santo André,
Brasil). Para classificagdo da qualidade do complexo cumulus-
odcito (COCs), foi considerado o aspecto do citoplastama e
numero de células do cumulus (STOJKOVIC et al., 2001). Os
COCs foram classificados em graus 1, 2, 3 e 4, sendo os de
graus 1, 2 e 3 submetidos a maturagdo in vitro.

COCs
acondicionados em criotubos contendo meio de maturagdo
recoberto com 6leo mineral e transportados para o laboratdrio
em incubadora portatil (WTA, Cravinhos, Brasil) a 39 °C. No
laboratorio, criotubos contendo os COCs foram transferidos

Para maturagdo, os selecionados  foram

para incubadora a 39°C com saturagdo de 5% de CO2 em ar
até completarem 22 horas de maturacao in vitro (MIV).

Apdés a MIV, COCs e espermatozoides foram co-
incubados por 18 horas a 39 °C em 5% de CO2 em ar, sendo o
dia da inseminagdo in vitro considerado o dia zero (D0). Para
fecundagdo in vitro (FIV), foi utilizado sémen sexado contendo
cromossomo X de touros utilizados na rotina do laboratorio.
O sémen foi descongelado a uma temperatura de 36-37°C, e
posteriormente centrifugado em gradiente de Percoll 90% e
45% para sele¢do espermatica. Apds centrifugacao, o pellet
foi lavado em meio sp-TALP (PARRISH et al., 1995). O
pellet obtido ap6s a lavagem, foi ressuspendido em meio
de fecundagdo, suplementado com heparina, penicilamina,
hipotaurina e epinefrina. O volume de meio de fecundagéo
contendo os espermatozoides foi calculado de forma a se obter
uma concentragdo final da gota de 1 x 10° espermatozoides/
mL.

Apds a co-incubagdo, os possiveis zigotos foram
transferidos para gotas de fluido sintético do oviduto
suplementado com aminoacidos, citrato e inositol [SOFaaci;
(HOLM et al., 1999)], acrescido de 5% de soro fetal bovino
(SFB), e cultivados a 39°C em 5% de CO2 em ar por 7 dias
(D7). Em D7, os embrides foram avaliados de acordo com
o grau de desenvolvimento, seguido de envase em palhetas
de 0,25 mL e conduzidos em transportadora portatil (WTA,
Cravinhos, Brasil) a 38,5 °C até o local da inovulagéo.

Os embrides foram transferidos para receptoras cujo
estro foi previamente sincronizado. Como receptoras, foram
utilizadas novilhas e vacas mesticas (Bos indicus x Bos
taurus) com escore de condig¢@o corporal entre 2,5 e 3,5. Em
dia aleatorio do ciclo estral, as receptoras selecionadas foram
submetidas a um protocolo de sincronizagdo hormonal a base
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de progesterona e benzoato de estradiol, de modo que o estro
ocorresse no mesmo dia da fecundagdo (D0). No momento
da transferéncia dos embrides, todas as receptoras foram
avaliadas com aparelho de ultrassonografia (Mindray DP
2200, Shenzhen, China), sendo consideradas aptas a receber
um embrido, receptoras que apresentavam corpo lateo em um
dos ovarios. Apos avaliagdo, os embrides foram transferidos
para o corno uterino ipsilateral ao ovario com corpo liteo.
Aos 60 dias de gestagao (D60) foi realizado o diagnostico de
gestacdo e sexagem fetal por ultrassonografia.

2.3 Nutricao

As doadoras eram submetidas a pastejo extensivo de
Brachiaria humidicola e suplementadas com 150g de fuba e
135g de mineral reprodugdo tanto no periodo seco quanto no
periodo chuvoso.

Durante a estagdo chuvosa, as receptoras sdo submetidas a
pastejo rotacionado adubado e corrigido com ureia com ajuste
para alta lotagao e Skg de concentrado (22%PB e 80%NDT).

Durante a estagcdo seca, as receptoras permanecem no
pastejo rotacionado e além da suplementacdo com 5 kg de
concentrado ¢ fornecido também 20kg de Silagem de capim
Capiagu (35%MS, 7%PB e 58%NDT) e 10kg de Cana picada
(30%MS, 2%PB e 68%NDT) corrigida com 1% de ureia.

Para a producdo do concentrado, 65% de fuba umido
(35%MS) sdo misturados a 35% de uma pré-mistura cuja
composicao esta descrita no Quadro 1. Resumidamente, para
o preparo do fubd iimido o milho é moido em peneira grossa
e ensilado com acréscimo de 35% de dgua e inoculante com
Bacilo plantarum.

Quadro 1 — Composigdo da pré-mistura

Ingredientes MN (kg) MS (%)
Farelo de soja 500 90
Mineral Milk 80 100
Ureia 30 99
Mineral Reproducio 12,5 100

Fonte: dados da pesquisa.

A composi¢do dos minerais Milk e Reproducdo esta
descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢ao dos minerais Milk e Reprodugao.

Niveis de garantia | Mineral reproduc¢io | Mineral milk
Célcio (max) 220g 270g
Célcio (min) 180g 250g
Cobalto (min) 100mg 50mg
Enxofre (min) 12¢g 20g
Fosforo (min) 90g 50g
Magnésio (min) 10g -
Selénio (min) 40mg 20mg
Zinco 6000mg 2000mg
Cobre (min) 1800mg 1000mg
Fluor (max) 988mg 500mg
Iodo (min) 200mg 100mg
Manganés (min) 3000mg 1000mg
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Sédio (min) 85¢g 3lg
Monensina Sddica - 600mg
BHT (min) - 100mg
Vitamina A (min) - 200000U1
Vitamina E (min) - 1000U1
Vitamina D3 (min) - 40000 UI

Fonte: dados da pesquisa.

2.4 Analise estatistica

Para avaliar o efeito da dieta oferecida durante as estagcdes
seca ou chuvosa na recuperagdo ovocitaria, produgdo de
embrido e taxa de prenhez, foi utilizado o teste de U de Mann-
Whitney. Para avaliagao se ha diferenca na propor¢ao do sexo
do feto (macho ou fémea) ou no estagio de desenvolvimento
do embrido (blastocisto ou blastocisto expandido), foi
utilizado o teste de qui-quadrado. O nivel de significancia foi
de 5% para todos os testes.

3 Resultados e Discussao

Neste trabalho foram levantados dados referentes a
producdo in vitro de embrides nas estagdes seca e chuvosa em
uma propriedade leiteira localizada na regido da Zona da Mata
do estado de Minas Gerais.

Houve efeito da estagdo do ano sobre a produgdo de
embrides, sendo observado uma diferenca tanto na média
(p=0,009), quanto na porcentagem de embrides produzidos
(p=0,05), sendo estes parametros maiores na estagdo chuvosa
em relacdo a seca. Contudo, a recuperagdo ovocitaria e
prenhez ndo diferiu (p>0,05) entre estagdes (Quadro 3).

Quadro 3 — Resultados da producdo in vitro de embrides de
doadoras Gir durantes as estagdes seca e chuvosa.

Estacio valor
Chuvosa Seca P

Ovécitos | X | 8,82°+0,8 7.97'+ 0,6 0,544
VIavels o | 8258+ 1,4 | 79,220+ 1,3 0,426
Total 10,68°£0,9 | 10,06°%0,8 0,709
Eambido x| 45+05 3,08+ 0,3 0,009
% | 51,020433 | 38,64°+3,5 0,023
Prenhey | X | 1:32°%0.2 1,122+£0,2 0,750
ez o1 383058 | 40,0052 0,825

*b Diferentes letras sobrescritas na mesma linha diferem pelo teste U de
Mann-Whitney (p<0,05).
Fonte: dados da pesquisa.

A producdo de embrides estd diretamente relacionada
com a qualidade dos ovocitos utilizados. No presente estudo,
embora ndo tenha sido observada diferenga na recuperagio
ovocitaria, a producdo embrionaria foi menor na estagdo
seca, tanto na média quanto na taxa de embrido produzido.
Resultados semelhantes foram observados por Bastidas e
Randel (1987) e Oliveira et al. (2013) em animais zebuinos,
sendo menor produgdo embriondria observada no inverno,
sem efeito na recuperagdo ovocitaria.

A variagdo nos resultados da produc@o in vitro de embrides
a0 longo do ano podem estar relacionados tanto com variagdes
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de temperatura, quanto a qualidade e disponibilidade de
alimentos (WATANABE et al.,, 2018). Durante estagdo
seca/inverno, devido a menor luminosidade, temperatura e
chuvas, as pastagens tendem a apresentam pior qualidade e
menor fornecimento de nutrientes para os animais (LIU et
al., 2018; PETERSON; SHEAFFER; HALL, 1992; REIS;
BARBERO; HOFFMANN, 2016; SANTOS et al., 2004;
VITOR et al., 2009). Além disso, h4d menor disponibilidade
de forragem, associado a menor teor de proteina e aumento
na porgao fibrosa, o qual pode limitar a ingestao e ndo suprir
adequadamente as exigéncias nutricionais dos individuos
(REIS; BARBERO; HOFFMANN, 2016; SANTOS et al.,
2004). Considerando que as fémeas doadoras eram mantidas
em regime de pastejo durante todo o ano, estes fatores podem
ter afetado negativamente a qualidade ovocitaria, resultando
em menor produgdo embrionaria.

A taxa de prenhez ndo foi afetada pela estagdo do
ano. Resultados semelhantes foram observados por Fernandes
et al. (2016) em novilhas manejadas em pastejo e com
suplementagdo mineral ad [libitum. As fémeas receptoras
foram suplementadas durante a estagdo seca, e, portanto,
acreditamos que tenha sido suficiente para manter suas
funcionalidades reprodutivas, sem comprometimento nos
resultados da IVEP.

Com relagdo ao desenvolvimento embrionario, foi
observada uma tendéncia (p=0,08) de embrides menos

desenvolvidos na estagdo seca (Figura 2).

Figura 2 — Porcentagem de embrides no estagio de blastocisto e
blastocisto expandido nas estagdes seca e chuvosa
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Fonte: dados da pesquisa.

Assim como na producdo embriondria, acreditamos que
um possivel comprometimento na qualidade ovocitaria,
evidenciado pela menor produgdo de embrides na estagio seca
pode também estar relacionada com esta tendéncia de atraso
no desenvolvimento dos embrides nesta estagdo (ROCHA et
al., 1998).

A propor¢do de machos e fémeas foi semelhante (p>0,05)

entre as estacdes (Figura 3).
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Figura 3 — Porcentagem de machos e fémeas nas estagdes seca
e chuvosa
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Fonte: dados da pesquisa.

Embrides macho e fémeas apresentam diferencas na
resisténcia a condig¢des de estresse oxidativo (DALLEMAGNE
etal., 2018), estresse térmico e também na taxa de crescimento
(PEREZ-CRESPO et al., 2005). Porém, ndo observamos
diferenca na propor¢do de machos e fémeas nas estagdes seca
e chuvosa, possivelmente por ter sido utilizado s€émen sexado
na fecundag@o in vitro.

4 Conclusao

O emprego de biotecnologias reprodutivas, como a
producdo in vitro de embrides, ¢ essencial para o melhoramento
genético de rebanhos. Contudo, o aporte nutricional adequado
para todos os animais envolvidos ¢ essencial para maximizar
os resultados desta biotecnologia, sendo necessaria atengdo
especialmente na estacdo seca do ano.
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