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Resumo

A eficiéncia reprodutiva desempenha nas fémeas um papel fundamental na sustentabilidade econdmica dos rebanhos de bovinos
de corte, principalmente em caracteristicas relacionadas a precocidade sexual de novilhas, com a crescente utilizagdo da
producéo in vitro (PIVE) de embriGes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade oocitéria e de embrides
produzidos de novilhas nelore com idade de 11 e 12 meses submetidas ao desafio de precocidade, aspiradas previamente a
estacdo de monta. O estudo foi realizado nos meses de setembro e outubro de 2023, em uma fazenda localizada no municipio de
Vilhena-RO, os animais foram submetidos a um regime de pastagem predominantemente formada por Brachiaria e recebiam
suplementacdo proteica com consumo 0,6% do peso vivo acrescido de silagem de capim Miyagi. As aspiracdes foliculares
decorreram pela manhd, com intuito de ndo influenciar de forma negativa a temperatura ambiente. Para conduzir a pesquisa,
foram utilizados 23 animais submetidos ao processo de aspiragéo folicular. Posteriormente, os odcitos foram encaminhados ao
laboratorio para selecdo, maturacéao e fecundagéo. No laboratorio, realizou-se a selegdo desses odcitos para classificar os viaveis
e fecunda-los, ao total foram coletados 562 odcitos viaveis que converteram em 129 embrides aptos a transferéncia. A conversdo
odcitaria foi de 22,9% namero relativamente consideravel se comparado a conversdo de matrizes adultas. E evidente, portanto,
que a aspiracdo folicular de novilhas super precoce pode ser utilizada em programas melhoramento genético, visto que a
qualidade odcitaria desses animais viabiliza o processo de ganho genético e avango de geracoes.

Palavras-chave: Aspiracéo folicular. Producéo de embrides. Reproducéo.

Abstract

Reproductive efficiency in females plays a fundamental role in the economic sustainability of beef cattle herds, mainly in
characteristics related to the sexual precocity of heifers, with the increasing use of in vitro production (IVP) of embryos. The present
study aimed to evaluate the quality of oocytes and embryos produced from Nelore heifers aged 11 and 12 months submitted to the
precocity challenge, aspirated before the assembly station. The study was carried out in the months of September and October 2023,
on a farm located in the municipality of Vilhena-RO, the animals were subjected to a pasture regime predominantly formed by
Brachiaria and received protein supplementation with consumption of 0.6% of live weight added with Miyagi grass silage.
Follicular aspirations took place in the morning, with the aim of not negatively influencing the ambient temperature. To conduct
the research, 23 animals were used that underwent the follicular aspiration process. Subsequently, the oocytes were sent to the
laboratory for selection, maturation and fertilization. In the laboratory, these oocytes were selected to classify the viable ones and
fertilize them. In total, 562 viable oocytes were collected, which were converted into 129 embryos suitable for transfer. Oocyte
conversion was 22.9%, a relatively considerable number compared to the conversion of adult matrices. It is evident, therefore, that
follicular aspiration of super early heifers can be used in genetic improvement programs, since the oocyte quality of these animals
makes the process of genetic gain and generational advancement viable.
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Introducéo

Para suprir as necessidades do mercado quanto a quantidade e qualidade, o pecuarista que tem
como objetivo aumentar a eficiéncia reprodutiva de seus rebanhos, lanca méao de investimentos em
melhoramento genético juntamente com as biotecnologias da reproducdo (FREITAS, 2023). Em 1982
nasceu e se desenvolveu normalmente o primeiro bezerro produzido através do processo de
fertilizacdo in vitro (FIV) (BRACKETT et al., 1982), porém com o financiamento das empresas
Beabisa Agricultura LTDA e Gretec Tecnologia de Embrides para o fundo de inovacdes tecnoldgica
deu inicio a comercializacdo no ano de 1998 (GALLI, 2003). As técnicas de PIVE na espécie bovina
sdo aprimoradas constantemente devido as altas demandas de embrido pelo mercado da pecuéria, 0
que torna a biotécnica um destaque no cenario mundial da reproducgéo animal, ultrapassando as outras
biotecnologias reprodutivas (DAYAN, 2001). A utilizacdo da PIVE permitiu que fosse encurtado o
tempo do melhoramento genético em até 10 anos, pois possibilita explorar ao maximo o potencial
reprodutivo das fémeas bovinas de alto valor zootécnico e com isso, reduz os intervalos que existem
entre as geracdes e eleva o numero de descendentes (SILVA et al., 2015; SOUZA, 2019).

A PIVE € composta por diversas etapas as quais irdo influenciar de maneira direta no resultado
final, nessas etapas estdo a aspiracao folicular —colheita oocitaria —e a selecdo de odcitos imaturos,
maturacao dos odcitos in vitro (MIV), fertilizacdo dos odcitos maturados com espermatozoides que
foram capacitados e desenvolvidos in vitro (FIV) e depois, a transferéncia dos embrides a fresco ou
a criopreservacdo. A colheita oocitéria possibilita a obtencdo dos odcitos em grandes quantidades
(MACHATY et al., 2012). A colheita dos odcitos em bovinos pode ser realizada através da Ovum
Pick Up, conhecida como aspiracgdo folicular (OPU), a qual é realizada guiada por ultrassom com o
auxilio de um transdutor vaginal, que ir& perfurar os ovarios e coletar os o6citos (GONCALVES et
al., 2008).

Apbs ser realizada a colheita dos odcitos o seguinte passo € rastrear e entdo classificar 0s
odcitos, para classifica-los devem ser avaliados o aspecto morfologico dos complexos cumulus-
odcitos (CCO). Viana et al. (2004) descreveu cinco graus de qualidade oocitaria e segue alguns
critérios os quais sdo avaliados para decidir se 0 o4cito podera ser levado a maturacao e fertilizac&o.
Esses graus sdo: Grau I: O CCO é compactado e possui mais de trés camadas de células do cumulus
e 0s o0citos tem o citoplasma homogéneo. O ndcleo apresenta uma coloracao clara e aparente; Grau
I1: O CCO é compactado e possui trés ou menos camadas de células do cumulus e os odcitos tem o
citoplasma ligeiramente heterogéneo; Grau Ill: Halo transparente ao redor do ovécito e parcialmente
desnudos; Grau IV: desnudos e com cumulos expandido ao redor do odcito; Grau V: Atrésico, nao
apresentam células dos cumulos e podem apresentar granulagfes. Mariano et al. (2015) e Penitente
Filho (2013) afirmam que os odcitos classificados como Grau | e Il sdo os ideais para serem
maturados e fertilizados pois tem maior probabilidade de progredirem a um embrido e o Grau Il pode
ser utilizado em casos que forem recuperados poucos o0citos, porém apresentam baixa taxa de
viabilidade, Grau IV e V séo descartados pois ndo sao viaveis.

Existem inimeros fatores que podem contribuir para a reducdo da taxa de producdo de
embrides in vitro, como a obtengdo dos odcitos imaturos in vivo, o fator idade da doadora, transporte
dos odcitos até o laboratério e a ma selecdo dos odcitos (GOTTARDI, 2009). O método de
classificacdo morfoldgica é imprescindivel para a selecdo dos embrides satisfatorios a transferéncia
a fresco e/ou criopreservagdo. Estruturas que apresentam adequado crescimento séo consideradas
aptas ao desenvolvimento pos-implantacional e possuem maior tolerancia ao congelamento (SOUZA,
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2018). Os criterios de classificacdo séo definidos pelas qualidades e estagios de desenvolvimento dos
embrides, que sdo divididos em categorias (BATISTELA, 2023).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade da utilizacdo de
novilhas super precoce no programa de aspiragédo e transferéncia de embrides. Tendo em vista a
qualidade dos odcitos coletados e embrides produzidos in vitro por esses animais. A técnica de
aspiracdo folicular (Ovum Pick Up - OPU), seguida pela selecdo e classificacdo morfoldgica dos
odcitos, é fundamental para garantir a viabilidade dos embrides produzidos.

Material e métodos

Este estudo foi conduzido através de dados retrospectivos disponibilizados pela fazenda
Modotti localizada no Municipio de Vilhena-RO. Os animais foram submetidos a um regime de
pastagem predominantemente formada por Brachiaria e receberam suplementagcdo proteica com
consumo 0,6% do peso vivo acrescido de silagem de capim Miyagi. Para conduzir a pesquisa, foram
utilizados dados retrospectivos de 23 animais genotipados da raca Nelore com 11 e 12 meses de idade
que foram submetidos ao processo de aspiracao folicular nos meses de setembro e outubro de 2023.
Apds a aspiracdo, os oocitos foram encaminhados ao laboratorio para selecdo, maturacdo e
fecundacdo. As aspiracGes foliculares foram realizadas com auxilio de equipamento de ultrassom
portatil equipado com transdutor setorial de 7,5 MHz adaptado para exame intravaginal e com guia
para agulha de bidpsia. Agulhas descartaveis (20 G) acopladas a um sistema de vacuo com pressao
aproximada de 50 mmHg ou equivalente ao fluxo de 11 ml por minuto. O liquido folicular e os
complexos cumulus-odcitos foram aspirados para um tubo de 50 ml contendo 10 ml de Dulbecco’s
PBS (DPBS), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell) e 100Ul de heparina sddica
(Liguemine, Roche, Basileia, Suica), e aquecido a 36°C. Todos os odcitos recuperados foram
mantidos em crio tubos devidamente identificados com meio tamponado, e transportados para o
laboratorio no intervalo de 3 a 12 horas a 37°C.

Contagem e selecdo dos o6citos

Para a classificagdo foi utilizada a metodologia de Viana et al. (2004). Os odcitos foram
classificados de acordo com citoplasma e o nimero de camadas de células do cumulus segundo 0s
critérios a seguir:

Grau I: O CCO é compactado e possui mais de trés camadas de células do cumulus e os 06citos
tem o citoplasma homogéneo. O nucleo apresenta uma coloragéo clara e aparente;

Grau Il: O CCO é compactado e possui trés ou menos camadas de células do cumulus e 0s
odcitos tem o citoplasma ligeiramente heterogéneo;

Grau Il1: Halo transparente ao redor do ovocito e parcialmente desnudos;

Grau IV: Desnudos e com cumulos expandido ao redor do o06cito;

Grau V: Atresico, ndo apresentam células do cumulus e podem apresentar granulacdes.

Producao in vitro de embrides

A maturacéo in vitro dos COC foram realizadas em meio TCM 199 (Gibco) acrescido de 10%
de soro fetal bovino, FSH, LH e estrogeno, piruvato e antibiético, na estufa incubadora a 38,8 °C,
com 5% de CO2 em ar atmosférico e 95% de umidade, por 24 horas. Os odcitos de cada doadora
foram colocados em gotas separadas em grupos de 1 a 30 por gota. Os COC maturados foram
fecundados utilizando sémen de touros provados. Para preparacdo dos espermatozoides foi utilizado
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0 método do gradiente de Percoll (Invitrogen). A fecundacdo foi realizada em meio FIV contendo
heparina, por um periodo de aproximadamente de 18-22 horas, nas mesmas condi¢Ges atmosféricas
da maturacdo. Para o cultivo dos presumiveis zigotos, foram utilizados CR4aa contendo, soro fetal
bovino e BSA. No terceiro dia foi realizado o processo de clivagem, que é a separacao das estruturas
onde ocorreu a fecundacdo, as demais estruturas que ndo virarem zigoto foram desprezadas. Os
embrides foram co-cultivados com células da granulosa nas mesmas condic¢des da fecundacdo. No
sétimo dia de cultivo os blastocistos foram avaliados, classificados quanto ao estagio de
desenvolvimento (M©rula, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto
eclodido. Figura 1 representa a localizacdo da fazenda Modotti em uma visdo panoramica ao Brasil.
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Figura 1 - Localizacdo da fazenda Modotti. Fonte: Google Maps.
Resultados e discussdo

Em um total de 632 o4citos coletados, 89% estavam viaveis, 0 que corresponde a 562 odcitos
submetidos ao processo de fecundacdo. Os o6citos que tiveram classificacdo de I a 111 seguiram para
FIV, os mais IV e V foram desprezados. Os dados correspondem aos oécitos aspirados, viaveis e total
de embrides produzidos (Tabela 1).

Odcitos considerados viaveis graus I, 1l e Ill; inviaveis grau IV e V degenerados ou
expandidos. A porcentagem de odcitos viaveis aspirados das novilhas super precoce foi de 88,5%.
Em um estudo conduzido por (BATISTA et al., 2016) obteve resultado similar, encontrando indices
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de 82 e 85% de o0citos vidveis em dois grupos de animais avaliados. Ademais, a qualidade dos
gametas da categoria estudada justifica uma maior viabilidade se comparada a animais senis. Existem
varios fatores que influenciam na coleta dos o6citos, os quais sdo fundamentais para a maximizacao
da taxa de recuperacdo dos mesmos. O grau de qualidade e a quantidade dos odcitos podem ser
alterados pela raca, idade, estadio reprodutivo, condig¢des climaticas, caracteristicas foliculares, e
condicbes experimentais que envolvem todo o processo de retirada e transporte dos ovérios até a
aspiracao folicular, incluindo a habilidade técnica e o tempo que leva todo esse processo. Desse
modo, em um estudo conduzido por Quintal et al. (2022) observou que a producdo de odcitos de
novilhas pré-puberes Holandesas foi inferior a producdo das vacas a avaliadas.

Tabela 1 - Total de odcitos coletados e viaveis
Categoria Total aspirado Viaveis Inviaveis % de inviaveis
Novilha 632 562 70 11,5%

Um estudo conduzido por Silva (2021) avaliou a producao de odcitos de novilhas pré-puberes,
com idade de 11 meses e obteve resultado de 28,93 odcitos aspirados por animal, valor similar ao
encontro nesse estudo que foi de 27,47. Ademais, a viabilidade desses odcitos foi de 20,60 tendo
viabilidade de 71%, valor inferior ao encontrado de 88,5% fato que se deve a nutricdo dos animais, 0
autor cita que o escore de condicdo corporal dos animais avaliados influenciou nos resultados obtidos.
Com relacdo aos foliculos médios (5-8mm) e grandes (>8mm), foi observado menor quantidade nas
novilhas se comparado aos animais adultos com dados da literatura. Esse resultado pode ser explicado
devido as novilhas pré-plberes apresentarem imaturidade do eixo hipotalamo-hipofise, que causa
diminuicdo na concentracdo de hormonios responsaveis pelo crescimento folicular (SANTOS et al.,
2016), acarretando em baixo desenvolvimento, e por isso as novilhas pré-puberes tendem a apresentar
foliculos com menor diametro quando comparado com doadoras mais velhas.

Estudo conduzido por Guerreiro (2015), avaliou o numero de foliculos aspirados de doadoras
de diferentes categorias e ndo observou diferenca estatistica, bem como Silva (2020) mencionou nao
ter diferenca entre a idade da doadora e quantidade de oocitos produzidos, corroborando com 0s
resultados obtidos nessa pesquisa, onde o producdo folicular de novilhas com idade de 11 e 12 meses
ndo divergiu com a literatura quanto a producdo de odcitos de animais adultos viabilizando a
utilizacdo dessa categoria em programas de transferéncia de embries em fazendas quanto a producéo
oocitaria. Os dados provenientes da conversdo embrionaria estdo correlacionados na Tabela 2.

Tabela 2 - Conversdo embrionaria
Categoria Odcitos fecundados Embrides obtidos % de conversao
Novilha 562 129 22,9%

Um estudo realizado por Pires (2023), observou uma conversao embrionéaria de 30,8% em
vacas da raca nelore, o que demonstra valores acima dos que foram encontradas na pesquisa realizado
com novilhas, algo que pode ter relagdo com o método de coleta, cultivo ou pela qualidade dos sémen
utilizado e idade do animal. Segundo Pinheiro et al. (2024), a produ¢do média de odcitos vidveis por
doadora 29,94 e a conversao em embrides foi de 10,01 se tratando de animais adultos da raca Nelore
e Senepol, valores acima dos encontrados na presente pesquisa, algo influenciado pela idade e
categoria animal avaliada, A producéo média por novilha precoce foi de 24,43 viaveis e a conversao
de 5,60 embrides por doadora.
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Em relacdo a producdo embrionaria, ou seja, blastocistos por OPU e taxa de blastocistos,
Camargo et al. (2005) relataram que novilhas pré-puberes apresentaram menor taxa de blastocisto,
quando comparadas a vacas. Desta forma, o resultado observado no presente estudo esta de acordo
com a literatura, mas pode-se interpreta-lo de maneira positiva, uma vez que o valor encontrado pode
viabilizar a utilizacdo desses animais. Quanto ao numero de blastocistos produzidos e taxa de
blastocistos, indica que a utilizacdo de fémeas pré-puberes ou puberes ndo afetara a PIVE. Diante
disso, a utilizacdo de novilhas super precoce como doadora no programa de transferéncia é critério
de cada fazenda adotar ou néo essa categoria, visto que os valores de producdo embrionaria desses
animais é relativamente inferior. No entanto, doadoras jovens prossibilitam provar geneticamente
esses animais de forma precoce, aumentando a confiabilidade do rebanho.

Concluséo

A categoria de novilhas super precoce possue uma taxa de producdo oocitaria e conversao
embrionaria inferior a producdo de vacas. No entanto, a utilizacdo estratégica dessa categoria pode
ser adotada em programa de transferéncia de embrides visando menor intervalo entre as geracoes.
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