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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi avaliar a quantidade e qualidade oocitaria e
producdo de embriGes de doadoras da raca Nelore (Bos indicus) de trés categorias de idade
(novilhas pré-paberes, novilhas puberes e vacas) e associa-las com taxa de gestagdo. Foram
utilizadas 36 doadoras, sendo 11 novilhas pré-puberes (13+0,61 meses, 240£10,3 kg), 17
novilhas puberes (25+0,78 meses, 352+8,30 kg) e 8 vacas (83+28 meses, 560+12,1 kg). As
fémeas foram submetidas a trés aspiracGes folicular guiadas por ultrassom (OPU), sem
sincronizagdo, em dias aleatorios do ciclo estral, com intervalo de 21 dias. Foram realizadas
medidas do trato genital externo (comprimento da rima e largura da vulva) e avaliacbes
ultrassonograficas dos ovarios para quantificacdo de foliculos antrais e média dos diametros
dos ovarios (XOV). Os embrides produzidos de odcitos das novilhas pré-puberes, novilhas
pUberes e vacas foram transferidos para receptoras multiparas da raga Nelore. O diagndstico
de gestacdo foi realizado 30 dias apds a transferéncia de embriGes por meio de
ultrassonografia, e o diagnostico confirmatoério foi realizado 60 dias depois. As variaveis
foram testadas quanto a distribuicdo por meio do procedimento Box-cox e transformadas
quando necessario, e foram analisadas utilizando-se os procedimentos MIXED, GLIMMIX e
CORR (SAS Inst., Inc., Cary, NC, US). O comprimento da rima diferiu entre vacas (9,56 *
0,30 cm) e novilhas, sendo semelhante nas novilhas pré-plberes e plberes (7,85 + 0,25° cm,
e 8,40 + 0,20° cm, respectivamente), enquanto a largura da vulva diferiu entre as trés
categorias de idade (4,60+0,11°, 5,58+0,09°, e 6,09+0,13% cm para vacas, novilhas pré-
puberes, e novilhas puberes). A XOV foi semelhante para a categoria das novilhas pré-
puberes e plberes mas diferiu da categoria das vacas (20,0 + 0,57° mm, 20,8 + 0,46> mm, e
25,96 +0,67% mm para novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas). Vacas apresentaram
maior numero de foliculos totais (32,87 + 5,32% 35,0 + 4,28"; e 58,68 + 6,26 para novilhas
pré-paberes, plberes e vacas), assim como maior nimero de foliculos <5mm (30,0+5,3°,
31,7+4,2°, e 54,5+6,2% para novilhas pré-paberes, novilhas paberes e vacas), e de foliculos de
5-8mm (1,7+0,36°, 1,8+0,29°, e 4,0+0,43%). Entretanto, o nimero de foliculos >8mm foi
maior na categoria das novilhas pré-puberes (1,0+0,16°, 1,3+0,12% e 1,0£0,19%). Em relacio
a producdo oocitaria, as vacas apresentaram maior nimero de o6citos viaveis (20,60 + 5,12°,
19,05 + 4,12° e 34,14 + 6,01% para novilhas pré-puberes, novilhas puaberes e vacas), de
odcitos inviaveis (6,96 + 1,06°, 7,29 + 0,85°, e 10,03 + 1,25%), e de total clivados (13,09 +
3,72°, 12,4 + 3,19° e 21,1 + 4,22%), embora a taxa de clivagem tenha sido semelhante entre as
categorias de idade (63,5%, 65,5%, e 62,2%). Entretanto, 0 numero de blastocistos por OPU
(5,57 £ 1,99, 6,66 £ 1,72, e 9,74 + 2,26 para novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas) e
a taxa de blastocistos foram semelhantes entre as categorias de idade. Quando transferidos
para as receptoras, 0s embrides das novilhas pré-puberes e das vacas apresentaram maior taxa
de gestacdo aos 30 dias do que embrides das novilhas puberes (43,1%, 33,8%, e 40,4% para
novilhas pré-paberes, novilhas puberes e vacas), e 0 mesmo ocorreu com a taxa de gestacdo
aos 60 dias (41,3%, 30,6%, e 39,0%). A variavel XOV foi mediana e positivamente
correlacionada com producdo oocitaria e embrionaria na categoria das novilhas pre-paberes e
puberes, o que ndo foi observado na categoria das vacas, enquanto o numero de foliculos
totais foi alta e positivamente correlacionado com producdo oocitaria e embrionaria nas trés
categorias. Os resultados permitem concluir que vacas apresentam maior producao oocitaria e
folicular do que fémeas jovens. Entretanto, quando os oocitos sdo submetidos a FIV nédo ha
diferenga na producdo de blastocistos. As varidveis XOV e nimero de foliculos totais podem
ser indicativos da producéo oocitaria e embrionaria, principalmente em fémeas jovens.

Palavras chave: categoria de idade, doadoras Nelore, qualidade embrionaria, qualidade
oocitaria.



ABSTRACT: The aim of the present study was to evaluate the quantity and quality of
oocytes and embryo production of Nelore donors (Bos indicus) from three age categories
(prepubertal heifers, pubescent heifers and cows) and to associate them with gestation rate.
Thirty-six donors were evaluated: 11 prepubertal heifers (13 + 0.61 months, 240 + 10.3 kg),
17 pubescent heifers (25 = 0.78 months, 352 + 8.30 kg) and 8 cows (83 = 28 months, 560 +
12.1 kg). The females were submitted to three follicular aspirations guided by ultrasound
(OPU), without synchronization, on random days of the estrous cycle, with an interval of 21
days. Measurements of the external genital tract (length of the rhyme and width of the vulva)
and ultrasound evaluations of the ovaries were performed to quantify antral follicles and mean
ovary diameters (XOV). The embryos produced from oocytes of prepubescent heifers,
pubescent heifers and cows were transferred to multiparous Nelore recipients. The pregnancy
diagnosis was made 30 days after the embryo transfer by ultrasound, and the confirmatory
diagnosis was made 60 days later. The variables were tested for distribution using the box-cox
procedure and it was transformed when necessary. Variables were analyzed using the
MIXED, GLIMMIX and CORR procedures (SAS Inst., Inc., Cary, NC, US). The length of
the rhyme differed between cows (9.56 + 0.30% cm) and heifers, being similar in prepubescent
and pubescent heifers (7.85 + 0.25° cm, and 8.40 + 0.20° cm, respectively), while the width of
the vulva differed between the three age categories (4.60 + 0.11¢, 5.58 + 0.09°, and 6.09 +
0.13% cm for cows, prepubescent heifers, and heifers pubescent). The XOV was similar for the
category of prepubertal and pubescent heifers but it differed for the category of cows (20.0 =
0.57° mm, 20.8 + 0.46° mm, and 25.96 + 0.67% mm for heifers prepubertal, pubescent heifers
and cows). Cows showed a higher number of total follicles (32.87 + 5.32°; 35.0 + 4.28°; and
58.68 * 6.26° for prepubescent, pubescent and cows heifers), as well as a greater number of
follicles < 5mm (30.0 + 5.3°, 31.7 + 4.2°, and 54.5 + 6.2 for prepubertal heifers, pubescent
heifers and cows), and follicles of 5-8mm (1.7 + 0, 36°, 1.8 + 0.29°, and 4.0 + 0.43%).
However, the number of follicles >8mm was higher in the category of prepubertal heifers (1.0
+0.16° 1.3 + 0.12%®, and 1.0 + 0.19%). Regarding oocyte production, cows showed a higher
number of viable oocytes (20.60 + 5.12°, 19.05 + 4.12°, and 34.14 + 6.01% for prepubescent
heifers, pubescent heifers and cows), non-viable oocytes (6.96 + 1.06° 7.29 + 0.85°, and
10.03 + 1.25%), and total cleavages (13.09 + 3.72°, 12.4 + 3, 19°, and 21.1 + 4.22%), although
the cleavage rate was similar between age categories (63.5%, 65.5%, and 62.2%). However,
the number of blastocysts per OPU (5.57 = 1.99, 6.66 + 1.72, and 9.74 + 2.26 for prepubertal
heifers, pubescent heifers and cows) and the rate of blastocysts were similar across age
categories. When transferred to the recipients, embryos of prepubertal heifers and cows
showed a higher gestation rate at 30 days than embryos of pubescent heifers (43.1%, 33.8%,
and 40.4% for pre-pubescent, pubescent heifers and cows), and the same tendency occurred
with the pregnancy rate at 60 days (41.3%, 30.6%, and 39.0%). The XOV variable was
median and positively correlated with oocyte and embryonic production in the category of
prepubescent and pubescent heifers, which was not observed in the category of cows, while
the number of total follicles was high and positively correlated with oocyte and embryonic
production in the three categories. The results allow us to conclude that cows have higher
oocyte and follicular production than young females. However, when the oocytes are
submitted to IVF there is no difference in the production of blastocysts. Furthermore, XOV
and number of total follicles can be indicative of oocyte and embryonic production, especially
in young females.

Keywords: age category, embryonic quality, Nellore donors, oocyte quality.
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1 INTRODUCAO

Segundo relatorio das Nacbes Unidas (ONU, 2019), é estimado que em 2050 a
populacdo humana alcance 9,7 bilhdes de pessoas, caracterizando aumento na demanda por
proteina animal. Na tentativa de suprir tal demanda, a producdo de carne bovina devera ter um
crescimento de mais de 200 milhdes de toneladas (FAO, 2017). Nesse cenario, o Brasil possui
grande relevancia, pois detém o maior rebanho comercial, a maior producdo de carne bovina,
além de ser um dos maiores exportadores de carne do mundo (ABIEC, 2019). No intuito de
fomentar o aumento da producdo de carne bovina tem-se empregado biotecnologias da
reproducéo, tais como a inseminacao artificial (IA) e a producéo in vitro de embrides (PIVE)
(Figueiredo et al., 2007), além da utilizacdo de preditores de fertilidade como morfometria
vulvar (Mesquita et al., 2016; Vasconcelos et al., 2020), diametro ovariano (Murasawa et al.,
2005; Ireland et al., 2008) e contagem de foliculos antrais (CFA) (Silva-Santos et al., 2014;
Santos et al., 2016).

Estudos associaram a morfometria vulvar (Mesquita et al., 2016; Maculan et al., 2017;
Vasconcelos et al., 2020) e o didametro ovariano (Murasawa et al., 2005; Ireland et al., 2008)
com a quantidade de foliculos presente no ovério, tornando possivel a selecdo de animais com
maiores quantidades de foliculos com base em tais caracteristicas. Outro preditor de
fertilidade é a contagem de foliculos antrais (CFA) realizada por meio de ultrassonografia,
técnica que permite indicar diretamente animais com maior populacéo folicular (Silva-Santos
et al., 2014; Santos et al., 2016). Através dos preditores de fertilidade é possivel selecionar
animais mais eficientes para a PIVE.

A PIVE é uma técnica usada para aumentar a eficiéncia reprodutiva das matrizes,
promovendo maior ganho genético no rebanho bovino pelo aumento da taxa reprodutiva das
fémeas, e ainda pela possibilidade de utilizar doadoras jovens que ndo possuem capacidade de
se tornar gestantes (Baruselli et al., 2019). O uso de doadoras jovens auxilia na diminuigdo do
intervalo de geracGes, uma vez que € possivel obter maior nimero de progénies de alto valor
genético em curto periodo de tempo (Snel-Oliveira et al., 2003; Camargo et al., 2005;
Baruselli et al., 2019). Odcitos de doadoras jovens podem ser obtidos através de laparoscopia
(Armstrong et al., 1992) ou aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU) (Adams et al.,
1994), sendo que para a realizagdo da OPU as fémeas podem ou ndo serem submetidas a
protocolos pré-aspiracdo, podendo ser aspiradas em dias aleatérios do ciclo estral sem

prejuizos para o resultado final da PIVE (Majerus et al.1999; Seneda et al., 2006).
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Fémeas pré-plUberes apresentam maior quantidade de foliculos aspirados quando
comparadas a fémeas mais velhas (Mello et al., 2016; Malhi et al., 2006). De acordo com
Erickson (1966), a quantidade de foliculos antrais pode ter correlacdo positiva com o
desempenho reprodutivo das fémeas, e pode variar de animal para animal, porém é altamente
repetivel em um mesmo individuo (Burns, et al. 2005). Além disso, animais com maior
namero de foliculos antrais podem ser mais eficientes quando submetidos a PIVE (Silva-
Santos et al., 2014). Entretanto, os oocitos recuperados dos foliculos antrais de fémeas pre-
puberes apresentam baixa qualidade quando comparados aos de vacas (Camargo et al., 2005;
Mello et al., 2016). Essa baixa qualidade pode estar associada a imaturidade do eixo
hipotdlamo-hipdfise que leva a diminuicdo do didmetro folicular acarretando em baixa
qualidade oocitaria (Adams et al., 1994).

Devido a imaturidade do eixo hipotalamo-hipofise, fémeas pre-puberes apresentam
foliculos com tamanho distintos (Adams et al., 1994), podendo acarretar alteracdes no
desenvolvimento oocitario, uma vez que o tamanho do foliculo aspirado tem clara relacéo
com a qualidade oocitaria (Lonergan et al., 1994; Landry et al., 2016). Além disso, devido a
baixa qualidade oocitaria fémeas pré-puberes parecem apresentar baixo desenvolvimento de
blastocistos (Presicce et al., 1997; Camargo et al., 2005). Entretanto, & importante
compreender os mecanismos fisiolégicos da utilizacdo de fémeas jovens para PIVE visando
intensificar o uso da categoria para maximizar essa biotecnologia, principalmente sem a
utilizacdo de protocolos pré-aspiracdo pensando na praticidade nas rotinas em grandes
propriedades.

Desta forma, torna-se necessario estudar a utilizacdo de doadoras de diferentes
categorias de idade (novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas) da raca Nelore para
PIVE, sem utilizacdo de protocolos pré-aspiracdo em dias aleatorios do ciclo estral. Ainda, é
importante verificar a qualidade oocitaria, producdo embrionaria e taxa de gestacdo das trés
categorias de idade, além da relacdo de medidas do trato genital externo e interno, e CFA com

a producdo oocitaria e embrionaria.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisdo Bibliografica

2.1.1 Aspectos fisiologicos e dindmica folicular

Em fémeas bovinas, assim como na maioria dos mamiferos, o desenvolvimento
folicular tem inicio na vida fetal (Taneja, 2000). Ao nascimento, o desenvolvimento folicular
é acelerado, e se torna gradativo em torno de 120 dias de vida (Erickson, 1966). Entretanto, a
partir do quarto ano de vida, o desenvolvimento folicular volta a apresentar alteracdes, nas
quais hd um declinio no namero de foliculos antrais, devido a diminuicdo de foliculos
primordiais (Erickson, 1966). Esse processo de formagdo, crescimento, e desenvolvimento
folicular é denominado foliculogénese (Martins et al., 2008).

A foliculogénese ocorre por meio da migracdo das células germinativas primordiais
para as cristas gonodais, onde sofre diferenciacdo em oogonia e proliferacdo nos ninhos ou
cistos ovarianos (Hafez e Hafez, 2004). Nos cistos ovarianos, as odgonias se desenvolvem em
odcitos primarios, que entram na préfase meidtica e permanecem inertes em estagio de
diploteno (Monniaux et al., 2014). Durante o desenvolvimento dos o6citos primarios, estes
sdo circundados por células somaticas e dao origem aos foliculos primordiais (Hafez e Hafez,
2004). Conforme a evolucéo dos foliculos primordiais, estes sdo envolvidos por uma camada
de células da granulosa, e originam os foliculos priméarios (Monniaux et al., 2014). Novas
camadas da célula da granulosa sdo desenvolvidas, e ddo origem aos foliculos de multiplas
camadas, os foliculos secundarios quando apresentam duas camadas, e foliculos terciarios ou
pré-antrais, quando apresentam trés camadas (Van den Hurk e Zhao, 2005). Com o
crescimento desses foliculos, um antro cheio de liquido é desenvolvido e envolve as células
da granulosa ao redor do 06cito, e gera os foliculos antrais (Britt, 2008).

Os foliculos antrais apresentam um processo constante de crescimento e regressao, o
que induz ao desenvolvimento de um foliculo pré-ovulatério, processo conhecido como
dindmica folicular (Lucy et al., 1992). A dindmica folicular antral é dividida em trés fases: 1)
fase de recrutamento, caracterizada pela formagdo de uma onda folicular, quando estes
foliculos irdo passar por um processo de amadurecimento devido a estimulos gonadotréficos
hipofisarios, o que os prepara para a ovulacdo; 2) fase de selecdo, quando apenas um foliculo
é selecionado para atingir competéncia de ovulacdo e, 3) fase de dominancia, quando o
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foliculo selecionado atinge capacidade ovulatdria, e se torna um foliculo dominante (Hodgen,
1982; Lucy et al., 1992). Essa dinamica folicular ocorre tanto em fémeas bovinas pré-puberes
quanto pos-puberes (Adams et al., 1994).

A dinamica folicular em fémeas bovinas da raca Nelore é apresentada em trés ou
quatro ondas de crescimento folicular (Figueiredo et al., 1997; Adams et al., 2008), e a idade
do animal pode interferir na onda de crescimento folicular. Estudo realizado por Adams et al.
(1994) relatou que as ondas foliculares de fémeas pre-puberes Hereford possuem qualidade
semelhante, mas quantidade distinta. Foi observado que todas as ondas foliculares eram
anovulatérias em fémeas pré-puberes, com encurtamento da fase de crescimento dos foliculos
dominantes e subordinados, e com diminui¢do na fase de intervalo entre as ondas (Adams et
al., 1994). Essa dinamica folicular € semelhante em fémeas bovinas da raca Nelore, embora o
tamanho do foliculo dominante e corpo luteo sejam menores quando comparado a racgas
europeias (Figueiredo et al., 1997).

A idade da fémea também pode interferir no diametro do foliculo dominante. E sabido
que fémeas pré-puberes apresentam imaturidade do eixo hipotalamo-hipéfise, o que leva a
diminuicdo da producdo de hormonios reprodutivos responsaveis pelo crescimento e

manutencdo do foliculo dominante (Adams et al., 1994).

2.1.2 Competéncia oocitéria

A competéncia oocitaria relaciona-se com a habilidade que um odcito tem em se
submeter a uma fecundacdo e desenvolver um embrido (Dode, 2006) A competéncia total é
atingida a partir do momento em que 0 embrido se torna apto para manter uma gestacao
saudavel até o nascimento (Armstrong, 2001). Essa competéncia oocitaria é adquirida de
maneira gradual, e aumenta concomitantemente ao desenvolvimento folicular, quando os
odcitos passam por diversas modificagdes morfoldgicas e bioquimicas que o capacitam para
concluir a meiose (Brevini-Gandolfi e Gandolfi, 2001; Dode, 2006; Chaves et al., 2010).

A idade da fémea pode levar a algumas alteracGes na conclusdo meidtica como: a)
inabilidade em retomar ou completar a meiose, 0 que resulta em odcitos incapazes de realizar
fertilizacdo; e b) erros na maturacdo meidtica que podem ser compativeis com a fertilizagéo,
mas podem levar a uma série de anormalidades genéticas, e podem gerar perda gestacional e
anormalidades fetais (Armstrong, 2001). A capacidade meiética esta ligada com o tamanho do

odcito, que por sua vez esta ligado com o tamanho do foliculo (Dode, 2006). Em animais
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mais jovens, os foliculos antrais possuem menor tamanho (Erickson et al., 1996; Armstrong,
2001).

Os odcitos presentes nos foliculos antrais em crescimento ou pré-ovulatorios se
encontram no estagio diploteno da profase meidtica. In vivo, a retomada da meiose ocorre
devido ao aumento pré-ovulatério do horménio luteinizante (LH), e ocorre somente em
foliculos dominantes meioticamente competentes, e com o crescimento completo (Van den
Hurk e Zhao, 2005; Chaves et al., 2010). In vitro, a retomada da meiose ocorre devido a
remocao do oocito do ambiente folicular, o que induz a sua maturacdo, uma vez que o periodo
de maturacdo é a preparacao final para fecundacéo (Dode, 2006).

A proporcéo do desenvolvimento apés fecundagdo dos odcitos para blastocitos in vitro
¢ menor do que in vivo (Lonergan et al., 2003). Este fato pode ser explicado devido ao
tamanho dos foliculos, uma vez que na aspiracao guiada por ultrassom (OPU) sédo coletados
foliculos de diferentes tamanhos (Rizos et al., 2002). De acordo com Landry et al. (2016),
fémeas pré-puberes podem fornecer maior quantidade de foliculos aspirados por OPU do que
fémeas puberes. No entanto, o rendimento para blastocisto € menor, e isso pode ser explicado
devido ao tamanho dos foliculos aspirados, uma vez que fémeas pré-pUberes fornecem
foliculos de tamanho inferior ao de fémeas puberes (Landry et al., 2016). Entretanto, Silva
(2020) mostrou que fémeas pré-puberes e fémeas puberes ndo apresentaram diferenca na
quantidade de foliculos aspirados no momento da OPU, porém fémeas puberes apresentaram
maiores quantidades de foliculos grandes (>8mm) quando comparadas as fémeas pré-paberes.
O mesmo foi observado por Guerreiro (2015) que ndo encontrou diferenca na quantidade de
foliculos aspirados de fémeas pré-puberes, puberes, lactantes e ndo lactantes, porém observou
que fémeas pré-puberes tiveram menores taxas de foliculos médios quando comparadas com
as demais categorias. A obtencdo de odcitos com didmetro grande (>8mm) auxilia na
obtencdo de maiores taxas de clivagem e blastdcitos, independentemente da idade do animal
(Kaulffold et al., 2005).

2.1.3 Qualidade oocitaria e embrionaria

Embora o meio de maturagdo in vitro tenha papel importante no desenvolvimento
embrionario, a qualidade oocitaria é o fator principal que determina o desenvolvimento dos
odcitos para o estagio de blastocisto (Lonergan et al., 2003). Segundo revisado por Baruselli

et al. (2019), diversos fatores podem causar altera¢fes na qualidade oocitéria acarretando
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prejuizo na producdo in vitro de embrides, entre eles o estresse térmico, a populagéo folicular,
o status fisioldgico e a idade da doadora.

A idade da doadora ¢ um fator que pode influenciar na qualidade oocitaria, o que
causa alteracdes nas taxas de desenvolvimento embrionario (Mello et al., 2016). Odcitos de
fémeas pré-pUberes possuem menor capacidade de desenvolvimento, e isso pode ser atribuido
a maturacdo ooplasmética incompleta ou atrasada (Salamone et al., 2001). Um estudo
realizado por Camargo et al. (2005), com odcitos de fémeas bovinas mesticas, relataram que
odcitos de fémeas pré-puberes possuem competéncia embrionaria inferior ao odcitos de vacas.
Entretanto, conforme as fémeas atingem idade entre 9 a 14 meses, 0s odcitos vao adquirindo
competéncia semelhante ao das vacas, 0 que indica que a idade é um fator determinante na
competéncia oocitaria. Em outro estudo, Presicce et al. (1997) relataram que fémeas pré-
puberes (5-7 meses de idade) apresentaram menores taxas de clivagem e de blastocistos do
que fémeas adultas, porém ao atingir a puberdade, a taxa de clivagem aumentou
significativamente. Entretanto, as taxas de desenvolvimento e de blastocistos permaneceram
inferiores nessa categoria, em comparacgdo a categoria das vacas (Presicce et al., 1997).

Outro fator que pode levar a alteracGes no desenvolvimento embrionério é o tamanho
do odcito. Este fator apresenta clara relacdo com a qualidade e desenvolvimento em termos de
morfologia e produgdo de embrifes (Lonergan et al., 1994). Odcitos obtidos de foliculos com
didmetro >6mm s&o superiores aos de foliculos menores (Lonergan et al., 1994).

Gandolfi et al. (1998) relataram que o didametro dos odcitos recuperados de foliculos
de fémeas pré-puberes é inferior ao dos odcitos recuperados de vacas, e isso impacta
negativamente a competéncia oocitaria, uma vez que a capacidade do odcito bovino em
atingir a metéfase Il durante a maturacao in vitro esta relacionada com o seu diametro. Além
disso, o didmetro oocitario também tem relacdo com o desenvolvimento embrionério, pois
guanto maior o didmetro, melhores sdo as taxas de clivagem e desenvolvimento em
blastocistos e blastocistos expandidos (Otoi et al., 1997).

O desenvolvimento embrionario e a sobrevivéncia também podem ser afetados pela
idade da doadora (Torres et al., 2014). Majerus et al. (2000) relataram que odcitos derivados
de fémeas pré-puberes tém seu desenvolvimento embrionario interrompido antes do estagio
de 9 células, em comparacdo com o desenvolvimento embrionario das vacas. Corroborando
com essas informacoes, Revel et al. (1995) relataram que odcitos de fémeas pré-puberes entre
3-4 meses ndo apresentaram diferenca nas taxas de fertilizacdo e clivagem em relagéo as

doadoras mais velhas. Entretanto, apos 7 dias de cultura a formag&o de blastocistos foi menor
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para fémeas pré-plberes, além de maior perda embrionéria apds transferéncia (Revel et al.,
1995).

2.1.4 Aspiracdo folicular e Producéo in vitro de embriGes em doadoras de diferentes idades

A PIVE é uma técnica utilizada para aumentar a taxa reprodutiva das fémeas e acelerar
a producdo de animais geneticamente superiores (Baruselli et al., 2019). A técnica também
visa impedir, através da aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU), o descarte de fémeas
com problemas de infertilidade que impossibilitam sua reproducdo por meios naturais, ou até
mesmo por meio da transferéncia de embrides (Gongalves et al, 2007). A PIVE pode ser
realizada com ou sem tratamento hormonal das doadoras (Barbosa et al., 2013), embora a
utilizacdo de estimulacdo hormonal aumente a proporcdo de foliculos médios e grandes
(Vieira et al., 2014; Carvalho et al., 2019). A técnica também permite a utilizacdo de animais
mais jovens na tentativa de diminuir o intervalo de geracGes, e consequentemente aumentar o
ganho genético (Snel-Oliveira et al., 2003).

No entanto, para que ocorra sucesso na OPU-PIVE é necessario que se tenha boa
qualidade e quantidade de odcitos obtidos durante a aspiracdo (Dode et al., 2006). Na OPU-
PIVE, a idade da doadora é um fator significante que pode interferir na competéncia oocitaria
(Armstrong, 2001). Fémeas pré-puberes tendem a ter menor capacidade de desenvolvimento
oocitario, reducdo na taxa de blastocitos e menor competéncia embrionaria (Salamone et al.,
2001; Camargo et al., 2005, Landry et al., 2016).

Embora os odcitos de fémeas pré-puberes apresentem menor competéncia ao se
desenvolverem em embriGes quando comparados a o6citos obtidos de vacas (Gandolfi et al.,
1998; Khatir et al., 1998; Majerus et al., 2000), estudos indicam que é possivel obter embrides
viaveis capazes de desenvolver uma gestacdo a partir de odcitos de fémeas pré-puberes de
diferentes espécies, como bovina (Silva, 2020), ovina (O'Brien et al., 1997) e suina (Marchal
etal., 2001).

2.1.5 Contagem de foliculos antrais e relagdo com didmetro ovariano

O tamanho do ovério pode variar de animal para animal, e essa variacdo pode ter
grande potencial de afetar a producéo de foliculos (Murasawa et al., 2005). Além disso, 0

tamanho do ovario pode estar correlacionado com a fertilidade, pois esta relacionado com a
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contagem de foliculos antrais (CFA) (Crane e Muirhead et al., 2020). Murasawa et al. (2005),
em estudo com ovérios de novilhas da raca Holandesa (Bos taurus), observaram associacao
positiva entre numero de foliculos e peso do ovario, e sugerem que 0 peso do ovario pode ser
um indicador de estimativa de CFA. Ireland et al. (2008), em estudo com novilhas mesticas,
encontraram que fémeas com comprimento, altura e peso ovariano menores, possuem CFA
baixa. A CFA é um pardmetro utilizado para predizer o tamanho da populagdo folicular
ovariana (Cushman et al., 2009). Estudos indicam que a CFA pode variar entre individuos,
porém é altamente repetivel em um mesmo animal durante as ondas foliculares, o que torna
possivel avaliar a CFA somente uma vez durante a vida do animal (Burns et al., 2005).

A realizacdo da CFA é importante para aferir a quantificacdo de foliculos antrais logo
no inicio da vida do animal, em que é possivel identificar animais de maior fertilidade mais
precocemente (Ireland et al., 2008), e animais que possam ter producdo in vitro de embrides
mais eficiente (Baruselli et al. 2016). Santos et al. (2016) verificaram que vacas Nelore que
apresentam CFA alta produzem mais o0citos por sessdao de aspiracdo folicular, além de
maiores proporcGes de o0citos viaveis e taxas de blastocitos em comparacdo a fémeas de
médio e baixo CFA. Os autores concluiram que a realizacdo da ultrassonografia para
quantificacdo de foliculos antrais € um bom método para melhorar a PIVE. Silva-Santos et al.
(2014), em estudo com novilhas mesti¢as da desmama aos 24 meses de idade, relataram que
fémeas com CFA alto apresentaram maior taxa média de recuperacdo de células cumulus
odcitos, maior quantidade de odcitos viaveis e maior producdo de embrides em comparacao
com fémeas com médio e baixo CFA, e concluiram que a CFA pode ser realizada em fémeas

de 12 meses para prever o sucesso da PIVE.

2.1.6 Mensuragdes da morfometria vulvar

Indicadores de fertilidade sdo Uteis para facilitar o reconhecimento de fémeas férteis
em diferentes estagios reprodutivos. Um indicador de fertilidade de facil mensuracéo e baixo
custo é a morfometria vulvar (Maculan et al., 2017). A morfometria da vulva é caracterizada
por dois labios que se encontram em uma comissura dorsal e outra ventral, as quais envolvem
a abertura vulvar vertical. A comissura dorsal apresenta forma arredondada e a comissura
ventral é caracterizada por forma aguda (Konig e Liebich, 2016).

A mensuracdo da morfometria vulvar é realizada com auxilio de um paquimetro, e séo

feitas duas medidas, comprimento da rima da vulva e a largura vulvar (Maculan et al., 2017).
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O comprimento da rima é realizado através da mensuracdo da distancia entre a comissura
ventral e dorsal da vulva, e a largura vulvar é obtida através da distancia entre as bordas
laterais da vulva (Mesquita et al., 2016).

Em estudos recentes utilizando mensuracGes de morfometria vulvar como preditores
de fertilidade, Mesquita et al. (2016) avaliaram a relacdo entre morfometria vulvar, largura de
vulva e tamanho corporal com CFA, e concluiram que tais parametros sdo bons indicadores
de reserva ovariana. Do mesmo modo, Maculan et al. (2017) relataram que a morfometria
vulvar tem associacdo com a fertilidade em fémeas bovinas da raca Tabapud (Bos indicus), e
salientam que a técnica apresenta facil mensuragdo e baixo custo. Vasconcelos et al. (2020)
relataram que vacas Brahman com morfometria vulvar intermediaria apresentaram maior
eficiéncia de producdo embrionaria, enquanto vacas Simental com morfometria vulvar alta
tiveram maior eficiéncia de producdo embriondria do que vacas com morfometria

intermediaria.

2.2 Objetivos

Avaliar e comparar a quantidade e qualidade dos odcitos recuperados por OPU de

novilhas pre-puberes, novilhas puberes e vacas da raca Nelore.

e Auvaliar e comparar a quantidade e qualidade dos embrides de novilhas pré-puberes,
novilhas puberes e vacas da raca Nelore.

e Auvaliar a taxa de gestacdo de embrides provenientes de novilhas pré-paberes, novilhas
puberes e vacas da raca Nelore e transferidos a fémeas receptoras.

e Avaliar a correlagdo de medidas do trato genital externo e interno, e CFA com

quantidade e qualidade oocitaria e embrionaria.

2.3 Material e métodos

Os experimentos obedeceram as diretrizes de bem-estar animal, de acordo com a Lei
Estadual n® 11.977 do Estado de S&o Paulo, Brasil.
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2.3.1 Local do experimento e animais

O estudo foi conduzido no Centro Avancado de Pesquisa de Bovinos de Corte,
unidade de pesquisa do Instituto de Zootecnia, localizada em Sertdozinho, SP. Todos o0s
animais foram mantidos juntos durante todo o experimento em um piquete e alimentados com
silagem, além de disponibilidade de forragem composta por capins do género Brachiaria
brizantha, sendo disponibilizado sal mineral e agua ad libitum. O experimento foi conduzido
nos meses de outubro, novembro e dezembro de 2019, com intervalo de 21 dias entre as

secdes de OPU.

2.3.2 Delineamento

Foram utilizadas 36 doadoras bovinas da raca Nelore (Bos indicus) agrupadas em trés
categorias de acordo com a idade, sendo categoria 1 formado por novilhas pré-puberes (n11,
13+0,61 meses de idade, 239,94+10,32 kg de peso corporal, e 4,3+1,04 de escore de condi¢do
corporal), categoria 2 formado por novilhas puberes (n=17, 25+0,78 meses, 352,29+8,30 kg,
5,0+0,85 escore) e categoria 3 por vacas (n=8, 83+28 meses, 560,20+12,11 kg, 8,9+1,25
escore). O escore de condicdo corporal foi pontuado numa escala de 1 a 9, respectivamente
para animais extremamente magros e gordos (Wagner et al., 1988).

Foram realizados trés procedimentos de aspiracdo folicular guiada por ultrassom
(OPU) de todos os animais sem protocolo de sincronizacao, nos Dias 0 (12 OPU), 21 (22 OPU)
e 42 (32 OPU), portanto, as OPU foram realizadas em dias aleatorios do ciclo estral. Todas as

secBes de OPU foram realizadas pelo mesmo técnico.

2.3.3 Biometria vulvar

Antes do inicio das se¢es de OPU foram determinados comprimento da rima vulvar e
largura da vulva das fémeas com auxilio de um paquimetro. O comprimento da rima vulvar
foi obtido a partir da distancia entre as comissuras dorsal e ventral e a largura vulvar foi
obtida de uma borda lateral a outra dos labios vulvares, considerando o ponto médio da rima
vulvar (paquimetro posicionado em um angulo de 90° em relagdo a rima), conforme descrito
por Maculan et al. (2017). As medidas de biometria vulvar foram realizadas pelo mesmo
técnico, nas trés OPU (Dias 0, 21, 42).
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2.3.4 Exame ultrassonogréafico dos ovarios

Foram realizadas imagens ultrassonograficas dos ovarios nos Dias 0, 21 e 42, para a
obtencédo do didmetro dos ovarios (média do diametro vertical e horizontal em corte do ovério
em suas maiores dimensdes), contagem dos foliculos antrais, e classificacdo da populagéo
folicular de acordo com categorias de tamanho: pequenos (< 5,0 mm), médios (5,0 a 8,0 mm)
e grandes (> 8,0 mm). As avaliacfes foram realizadas atraves da introducdo de uma probe
micro até o fundo do saco vaginal. A classificacdo e contagem dos foliculos antrais foram
realizadas visualmente no momento da aspiracdo. Todas as avaliagcdes foram realizadas pelo

mesmo técnico.

2.3.5 Aspiracgéo folicular guiada por ultrassom (OPU)

Antes da realizacdo da OPU as doadoras passaram por anestesia epidural com
lidocaina realizada no espaco sacrococcigeo onde cada doadora recebeu uma dose especifica
(novilhas pré-pubere 2 mL; novilhas puberes 4 mL e vacas 5 mL). Foi realizado limpeza da
regido vulvar e perineal para retirada do contetdo fecal, e foi introduzida uma guia de
aspiracdo folicular (guia de aspiragéo folicular, WTA Cravinhos, SP, Brasil) com probe micro
convexa (6,5mmH, Mindray DP2200) até o fundo do saco vaginal.

Posteriormente foi realizado o procedimento de aspiracdo folicular utilizando sistema
de agulha descartavel (calibre 20G) acoplado a linha de aspiracdo de Teflon. O sistema foi
conectado a uma bomba a vacuo (Cook ® 90-100 mmHG), para gerar pressao negativa, com
aquecedor de tubo de 50 ml (WTA®, Cravinhos, SP, Brasil).

Os foliculos visiveis foram aspirados e o fluido folicular contendo os odcitos foram
depositados em um tubo de 50 ml contendo 5 ml de PBS acrescido de 1% de SFB e

Liquemine, mantido a 37°C.

2.3.6 Lavagem, selecéo e transporte de odcitos

As etapas de lavagem, selecdo e inicio da maturagdo foram realizadas no Laboratdrio

de Reproducdo e Saude Animal, Instituto de Zootecnia, Sertdozinho, SP. As demais etapas da
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producdo dos embriBes in vitro foram realizadas no Laboratério Vitrogen YVF Biotech,
Cravinhos, SP.

O tubo contendo o material aspirado foi despejado em filtro de colheita de embrides
(WTA®) e lavado com a mesma solugdo utilizada na aspiracdo folicular (PBS acrescido de
1% de SFB e Liquemine). O sedimento restante no filtro foi entdo observado em placas de
petri e, neste momento, foi efetuada a contagem e a avaliagdo dos complexos cumulus o6citos
(COCs) de acordo com a qualidade, os quais foram classificados de acordo com a morfologia
(nimero de camadas de células do cumullus e aspecto do citoplasma) em grau I, Il e 11l (Gl,
Gll e GllI), odcitos sem cumullus (s/c), expandidos (exp), degenerados (deg) e atrésicos (atr),
segundo Lonergan et al. (1994).

Apbs a classificacdo, os COCs foram lavados em solucdo de TCM 199 (Gibco)
suplementado com 10% SFB (Gibco) e uma vez em meio de maturacdo (TCM 199
suplementado com 10% SFB, 5 ug/ml FSH, 50 ug/ml LH e 01 ug/ml de estradiol). Em
seguida os COCs foram transportados para um microtubo (WTA) com meio de maturacdo
(MIV) sob 6leo mineral (500ul MIV + 300ul 6leo). Os microtubos foram levados em
transportadora de o6citos - Labmix (WTA®) com temperatura de 38,5°C e atmosfera gasosa
controlada (6%CO:z + 5%0: + 89%N?>), sendo realizada a maturacdo durante o transporte com

uma pressao hidrostatica controlada de 15mmHg (Labmix)

2.3.7 Maturacdo in vitro

No laboratério da Vitrogen os microtubos contendo os COCs selecionados foram
transferidos para incubadora de bancada (Eve — WTA®) na qual os mesmos continuaram o
processo de maturacdo por 22 horas nas mesmas condi¢fes de temperatura (38,5°C) e baixa
tensdo de oxigénio (6%CO- + 5%0; + 89%N>).

2.3.8 Fecundagéo in vitro

Para a fecundagdo in vitro foram utilizadas amostras de sémen criopreservado da
mesma partida de trés touros da raca Nelore, previamente testados pelo método de FIV com
odcitos obtidos de abatedouro. O sémen criopreservado foi preparado mediante a técnica de
gradiente de Percoll para obtencdo de espermatozoides moveis, remogédo do diluidor e plasma

seminal. A concentracdo foi ajustada para 1x10° sptz/ml. O meio utilizado na fecundagéo in
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vitro foi o meio Tyrode modificado (TALP) acrescido de solugdes de Penicilamida,
Hipotaurina e Epinefrina (PHE) e 10ug/ml de heparina. Os gametas permaneceram incubados
em placas com microgotas de 70ul cobertas com 6leo mineral, por 20-22 horas a 38,5°C com
baixa tensdo de oxigénio. Para a retirada do efeito touro, os odcitos das doadoras das trés
categorias de idade foram submetidos a fecundagdo com o sémen criopreservado dos trés

touros.

2.3.9 Cultivo in vitro

Apdbs o tempo de incubacdo dos gametas, os provaveis zigotos foram lavados para
retirar o excesso de células do cumulus e transferidos para uma placa contendo microgotas de
70uL de meio de cultivo (CR2 modificado acrescido de SFB e BSA), cobertos por 6leo
mineral de acordo com os protocolos de Watanabe (1999). Estes permaneceram na incubadora
de bancada (Eve — WTA®) por 7 dias, sendo mantidos a temperatura de 38,5°C com baixa
tensdo de oxigénio (6:5:89) e pressao hidrostatica de 5mmHg.

Ap6s 72 horas da inseminacdo foi realizado o primeiro “feeding” (troca de 50% do
meio), a contagem dos zigotos clivados e a taxa de clivagem (numero de estruturas
clivadas/nimero de odcitos viaveis). Apds 120 horas da inseminacdo foi realizado o segundo
“feeding”. A taxa de blastocisto foi obtida em D7 (nimero de embrides produzidos/nimero de
oocitos viaveis). Os blastocistos em D7 classificados como embrides de boa qualidade foram
submetidos a técnica de vitrificagdo de acordo com a metodologia de Watanabe et al. (2014).

2.3.10 Manejo das receptoras

Os embriBes produzidos a partir de o6citos das novilhas pré-puberes (n=116), novilhas
puberes (n=183) e vacas (n=146) foram aleatoriamente transferidos em receptoras de uma
fazenda comercial (BR Pecuéria- Terenos-MS). Foram utilizadas vacas multiparas da raca
Nelore que receberam protocolo de sincronizacdo da ovulacéo para transferéncia de embrides
em tempo fixo. No Dia 0, todas as receptoras receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona (P4) (1,9 g de P4, CIDR®, Zoetis, S&o Paulo) e 2 mg por via intramuscular de
benzoato de estradiol (Gonadiol®, Zoetis, S&o Paulo). No Dia 8, o dispositivo de P4 foi
removido e administrou-se por via intramuscular 25 mg de dinoprost trometamina

(Lutalyse®, Zoetis, Sdo Paulo), 300 Ul de gonadotrofina coriénica equina (ECG, Folligon®,
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MSD, S&o Paulo) e 1 mg de cipionato de estradiol (CE; Fertilcare Ovula¢cdo®, MSD, Sé&o
Paulo). No Dia 17, foi realizada ultrassonografia ovariana para verificacdo de ciclicidade, e as
vacas com presenca de corpo luteo foram submetidas a transferéncia de um embrido. O
diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a transferéncia por meio de

ultrassonografia, e o diagnostico comprobatorio foi realizado aos 60 dias.

2.3.11 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando procedimentos do Statistical
Analysis System (SAS Inst., Inc., Cary, NC, US). As varidveis foram testadas quanto a
normalidade. Para as analises de variancia e de correlacdo, as variaveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal foram transformadas. O valor de lambda apropriado foi obtido por meio
da andlise de transformacdo Box-Cox, utilizando o procedimento TRANSREG, e as varidveis
rima, média do didmetro dos ovérios esquerdo e direito (XQOV), foliculos totais, total de
odcitos, odcitos viaveis, oocitos inviaveis, total clivados, e blastocistos por OPU foram
transformadas dependendo do valor de lambda.

O efeito da categoria de idade (i=1, 2, 3) foi estimado usando o procedimento MIXED,
considerando medidas repetidas (j=1, 2, 3 OPU) e ajustando um modelo que incluiu os efeitos
fixos de categoria de idade, OPU e a interacdo. Nas andlises das varidveis da producgdo
embrionaria, o efeito de touro (k=1, 2, 3) foi considerado como aleatério. A variancia residual
foi modelada considerando a estrutura de (co) variancia CS (compound symmetry). As médias
de quadrados minimos (LSMEANS) foram comparadas entre as categorias de idade por meio
da probabilidade de diferenca (PDIFF) usando o teste t. Diferenca estatistica foi declarada
quando P < 0,05. O efeito da categoria de idade nas varidveis taxa de clivagem, taxa de
blastocistos, e taxa de gestacdo aos 30 e 60 dias foi estimado usando o procedimento
GLIMMIX com funcéo logit que leva em conta a resposta binomial envolvida na razéo
numero de sucessos/numero de eventos, ajustando os mesmos modelos descritos acima.
CorrelagGes de Pearson foram estimadas entre as variaveis estudadas, por categoria de idade,

considerando as 3 OPU como observagdes independentes.
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2.4 Resultados

Na Tabela 1 sdo mostradas as medias de quadrados minimos das medidas do trato
genital externo (comprimento da rima e largura da vulva), média do didmetro dos ovarios
direito e esquerdo (XOV), numero de foliculos aspirados, odcitos recuperados e embribes
produzidos por OPU em novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas. Como esperado, para
as medidas do trato genital externo foi observado que o comprimento da rima (7,85+0,25 cm,
8,40£0,20 cm, e 9,56 + 0,30 cm para novilhas pré-puberes, novilhas plaberes e vacas) e
largura da vulva (4,60+£0,11 c¢cm, 5,58+0,09 cm, e 6,09+0,13 cm) foi maior em vacas em
comparacdo as novilhas pré-puberes e novilhas puberes. O comprimento da rima foi similar
entre novilhas pré-puberes e novilhas puberes (P=0,10), enquanto a largura da vulva foi
menor nas novilhas pré-puberes que nas novilhas puberes (P<0,01).

Nas avaliacdes realizadas por ultrassonografia, a média dos didmetros dos ovarios
(XOV) (20,0+£0,57 mm, 20,8+0,46 mm, e 25,96 + 0,67 mm para novilhas pré-puberes,
novilhas puberes e vacas) e o nimero total de foliculos foi maior em vacas do que em
novilhas pré-paberes e novilhas puberes. Entretanto, ndo foi observada diferenca entre
novilhas pré-paberes e novilhas puberes, tanto para XOV (P=0,23) quanto para nimero total
de foliculos (P=0,59). Quando analisado o didmetro folicular, vacas apresentaram maior
namero de foliculos <56mm, que novilhas pré-plberes e puberes (30,0+5,3, 31,7+4,2, e
54,546,2 foliculos para novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas), 0 mesmo ocorreu
para nimero de foliculos entre 5-8 mm. Entretanto, novilhas plaberes e vacas apresentaram
namero semelhante de foliculos >8mm, sendo maior que as novilhas pré-plberes. Vacas
também apresentaram maior nimero de odcitos totais, de odcitos viaveis e de odcitos
inviaveis quando comparado as fémeas mais jovens (novilhas pré-puberes e novilhas puberes)
(Tabela 1).

A producéo in vitro de embrides foi avaliada pelo nimero de odcitos clivados, taxa de
odcitos clivados (%), nimero de blastocistos produzidos por OPU e taxa de blastocisto (%). O
namero de odcitos clivados foi maior na categoria das vacas (21,14+4,22) quando comparada
as categorias de novilhas pré-puberes (13,0943,72) e novilhas paberes (12,40+3,19), que
foram similares entre si. Entretanto, quando a taxa de odcitos clivados foi analisada (relagéo
entre 00citos viaveis e oocitos clivados), ndo foi observada diferenca entre as categorias de
idade. Do mesmo modo, o nimero de blastocistos produzidos por OPU foi similar entre as

categorias de fémeas avaliadas (novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas).
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Tabela 1- Médias de quadrados minimos das medidas do trato genital externo, média do didmetro dos ovarios direito e esquerdo (XOV), numero total
de foliculos aspirados, total de odcitos recuperados e embries produzidos em trés OPU (0, 21 e 42) em dias aleatdrio do ciclo estral

Categoria de idade

P valor comparagéo

Variavel Novilhas Novilhas v P valor Novilhas PP Novilhas PP Novilhas P
pré-puberes puberes acas categoria vs. Novilhas P vs. Vacas vs. Vacas
Rima (cm) 7,85+0,25 8,40 £ 0,20 9,56 £ 0,30 0,0007 0,10 0,0002 0,004
Vulva (cm) 4,60 £0,11 5,58 £ 0,09 6,09 £ 0,13 0,0001 0,0001 0,0001 0,003
XOV (mm) 20,0 £ 0,57 20,8+0,46 25,96 £ 0,67 0,0001 0,23 0,0001 0,0001
Foliculos <5mm (n) 30,045,3 31,7+4,2 54,5+6,2 0,01 0,70 0,005 0.007
Foliculos 5-8 mm (n) 1,7+0,36 1,8+0,29 2,4+0,43 0,009 0,71 0,004 0,006
Foliculos >8mm (n) 1,0+0,16 1,3+0,12 1,0+0,19 0,05 0,07 0,59 0,03
Foliculos totais (n) 32,87 £5,32 350+4,28 58,68 +6,26 0,007 0,59 0,003 0,006
Total o6citos (n) 28,93+ 6,14 27,21 +£494 4597 +7,22 0,04 0,73 0,02 0,02
Odcitos viaveis (n) 20,60 £5,12 19,05+4,12 34,14 +6,01 0,06 0,96 0,04 0,02
Odcitos inviaveis (n) 6,96 £ 1,06 729+085 10,03+1,25 0,10 0,77 0,05 0,06
Total clivados (n) 13,09 £ 3,72 12,40 £3,19 21,14+4,22 0,08 0,87 0,04 0,04
i 0,
Texa clivagem (%) (4362?76580) (63675/5572) (49682/,8200) 0,82 0,94 0,58 0,60
Blastocisto por OPU (n) 557 +1,99 6,66 £ 1,72 9,74 £ 2,26 0,20 0,42 0,07 0,22
Taxa de blastocistos (%) 27,1 35,4 28,3 014 0.07 0.68 014
(184/680) (344/972) (227/800)

Novilhas PP: novilhas pré-paberes; Novilhas P: novilhas puberes.
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Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias das taxas de gestacdo aos 30 e 60 dias de
novilhas pré-paberes, novilhas puberes e vacas, como porcentagem da razdo entre o nimero
de gestacGes confirmadas e o numero de embrides transferidos. Os embrides produzidos
através de odcitos de fémeas pré-pUberes e vacas apresentaram maior capacidade em

desenvolver gestacdo aos 30 e 60 dias quando comparados as fémeas puberes.

Tabela 2- Taxa de gestacdo aos 30 e 60 dias ap0s transferéncia de embrifes
produzidos in vitro em novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas
da raca Nelore

Categoria de idade

Variavel Novilhas Novilhas  Vacas P valor
pré-plberes  puberes
Taxa de gestacdo 30d, % 43,12 33,8° 40,42
(50/116)  (62/183) (59/146) 0,03
3 0 a b a
Taxa de gestacao 60d, % 41,3 30,6 39,0 0,006

(48/116)  (56/183) (57/146)

Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (P <0,05).

Foram estimadas correlagdes de Pearson entre as medidas do trato reprodutivo externo
(comprimento da rima e largura da vulva), média do diametro dos ovarios direito e esquerdo
(XOV) e numero de foliculos totais aspirados com total o6citos recuperados, odcitos viaveis,
odcitos inviaveis e embrides produzidos por OPU, separadamente para as categorias novilhas
pré-puberes, puberes e vacas (Tabela 3). De modo geral, XOV foi mediana e positivamente
correlacionado (de 0,30 a 0,46) com quantidade e qualidade oocitaria e embrionéria nas
novilhas pré-puberes e puberes, mas ndo nas vacas.

Por outro lado, o nimero total de foliculos foi, em geral, altamente correlacionado
com total de odcitos recuperados (de 0,68 a 0,91), odcitos viaveis (0,64 a 0,91), e odcitos
inviaveis (0,36 a 0,72). As correlacbes do nimero total de foliculos com as demais variaveis
foram baixas e ndo significativas até proximas da unidade, dependendo da categoria de idade
da fémea. As correlacBes mais altas foram observadas nas novilhas pre-puberes e novilhas
puberes. Entretanto, correlagdes nédo significativas foram obtidas entre numero total de

foliculos com taxa de clivagem e taxa de blastocisto nas trés categorias de idade.
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Tabela 3- Coeficientes de correlacdo de Pearson significativos (P<0,05) entre
comprimento de rima, largura de vulva, média do diametro dos ovarios
(XOV), e foliculos totais com total odocitos, odcitos inviaveis, total
clivados, taxa clivagem, blastocisto por OPU e taxa de blastocistos por
categoria de idade de fémeas Nelore
Novilhas pré-puberes

Rima Vulva XOoV Foliculos
Totais
Total odcitos NS NS 0,32 0,91
Odcitos viaveis NS -0,45 0,30 0,91
Odcitos inviaveis -0,44 NS NS 0,72
Total clivados NS NS NS NS
Taxa de clivagem NS NS NS NS
Blastocisto por OPU NS NS 0,32 0,79
Taxa de blastocistos NS NS NS NS
Novilhas puberes
Total Odcitos NS NS 0,32 0,82
Odcitos viaveis NS NS NS 0,78
Odcitos inviaveis NS NS 0,31 0,36
Total clivados NS NS 0,46 0,71
Taxa de clivagem NS NS 0,44 NS
Blastocisto por OPU NS NS 0,42 0,59
Taxa de blastocistos NS NS 0,40 NS
Vacas
Total Odcitos NS NS NS 0,68
Odcitos viaveis NS NS NS 0,64
Odcitos inviaveis NS NS NS 0,47
Total clivados NS NS NS 0,57
Taxa de clivagem NS NS NS NS
Blastocisto por OPU NS NS NS NS
Taxa de blastocistos NS NS NS NS

NS: coeficiente de correlagdo ndo significativo (P>0,05).

A Figura 1 mostra a relacdo entre XOV e o numero total de foliculos por meio de
analise de regressdo. A relacdo entre as duas varidveis é fraca a média e positiva, portanto,
XOV explica somente 25% da variagdo do numero total de foliculos, considerando
conjuntamente os dados das trés categorias de idade das doadoras.
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Figura 1 - Regressdo linear entre média do diametro dos ovérios e foliculos totais
considerando as trés categorias de idade de fémeas (novilhas pre-puberes, novilhas
puberes e vacas) da raca Nelore.

2.5 Discussao

As medidas do trato genital externo diferiram entre as trés categorias de idade, o que
pode ser explicado devido ao desenvolvimento do trato genital externo ser proporcional ao
desenvolvimento corporal do animal (Mesquita et al., 2016). No presente estudo as vacas
apresentaram maior proporcdo corporal quando comparado com as novilhas pré-plberes e
puberes, assim como as novilhas puberes apresentaram maior propor¢do corporal que as
novilhas pré-paberes. Em relacdo ao tamanho dos ovarios (XOV), as trés categorias de idade
diferiram entre si, 0 que sugere que o tamanho dos ovarios pode ter associacdo com presenca
de grandes quantidades de foliculos antrais (Murasawa et al., 2005), uma vez que as vacas
apresentaram maiores quantidades foliculares, seguidas pelas novilhas puberes e por Gltimo as
novilhas pré-puberes.

A hipotese de que fémeas pré-plberes apresentam maiores quantidades de foliculos
pequenos do que doadoras puberes e vacas ndo foi confirmada no presente estudo,
contradizendo com os relatados na literatura. Landry et al. (2016) relataram que fémeas pre-
pUberes apresentaram maior populacdo de pequenos foliculos quando comparado com fémeas
puberes. Assim como Erickson et al. (1966) relataram que fémeas pré-puberes apresentam
maiores quantidade de foliculos pequenos quando comparado com fémeas mais velhas. A
baixa quantidade de foliculos pequenos observados na categoria das novilhas pré-puberes
pode estar relacionado a nutricdo, uma vez que no momento da aspiracdo as fémeas
apresentavam baixo peso e condigdo corporal. A nutricdo pode alterar as concentragdes de
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hormbnios e metabdlitos circulantes principalmente insulina e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), que estdo diretamente envolvidos no eixo-hipotadlamo hipofise
gonodal, o que pode levar a alteracfes no desenvolvimento folicular (Sartori et al., 2016).

Com relagdo aos foliculos médios (5-8mm) e grandes (>8mm), foi observado maior
quantidade nas vacas quando comparado com as novilhas pré-puberes. Esse resultado pode
ser explicado devido as novilhas pré-puberes apresentarem imaturidade do eixo hipotadlamo-
hipdfise, que causa diminuicdo na concentracao de hormonios responsaveis pelo crescimento
folicular (Adams et al., 1994), acarretando em baixo desenvolvimento, e por isso as novilhas
pré-pUberes tendem a apresentar foliculos com menor didmetro quando comparado com
doadoras mais velhas.

N&o houve diferenca no numero de foliculos aspirados nas novilhas pré-puberes e nas
novilhas puberes, mas a categoria das vacas apresentou maiores quantidade de foliculos
aspirados. Esses resultados foram semelhantes com os descritos por Guerreiro (2015), que
relatou que novilhas pré-puberes, novilhas puberes e vacas ndo lactantes apresentaram
quantidade de foliculos semelhantes quando aspirados, assim como Silva (2020) que também
ndo relatou diferenca no numero de foliculos aspirados em novilhas pré-puberes e novilhas
puberes, indicando que a utilizacdo de fémeas pré-puberes € eficaz na PIVE uma vez que a
quantidade de foliculos observados € um fator consideravel na maior obtengdo de embrides.

A taxa de recuperacdo oocitaria foi semelhante na categoria das novilhas pré-puberes e
puberes, porém assim como a quantidade de odcitos vidveis e inviaveis, a recuperacao
oocitaria foi superior na categoria das vacas. 1sso pode ser explicado devido a categoria das
vacas ter apresentado maior proporcao de foliculos aspirados. Guerreiro (2015) ndo relatou
diferenca na taxa de odcitos recuperados, assim como ndo relatou diferenca na taxa de o6citos
viaveis e inviaveis para novilhas pré-puberes, novilhas plberes e vacas ndo lactantes.
Entretanto, Silva (2020) observou que novilhas plberes apresentaram maiores taxas de
recuperacdo oocitaria e de odcitos viaveis quando comparadas a novilhas pré-puberes. A taxa
de recuperacao oocitaria tem relacdo com a qualidade dos o6citos obtidos de foliculos antrais
por meio de aspiracdo folicular. Fémeas pré-puberes tendem a ter foliculos menores o que
leva a oocitos com didmetro inferior (Landry et al., 2016), e o didmetro tem relacdo com a
competéncia oocitaria (Gandolfi et al.,1998). Assim, pelo fato de as vacas apresentarem
maiores quantidades foliculares, as chances de apresentarem altas taxas de odcitos viaveis e

nao viaveis é maior.
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A capacidade de clivagem tem relacdo com a qualidade oocitéria e fémeas pre-puberes
apresentam qualidade oocitéria inferior quando comparado com vacas (Rizos et al., 2005). No
presente estudo foi observado que o nimero de odcitos clivados foi maior na categoria das
vacas quando comparado com as novilhas pré-puberes e puberes demonstrando que odcitos de
fémeas mais velhas apresentam maior capacidade de clivagem quando comparado com
odcitos de fémeas jovens. Entretanto, quando se fala de PIVE, o nimero de odcitos clivados
torna-se secundario, uma vez que o objetivo principal é obter maiores niumeros de producéo
de blastocistos e nao de clivagem (Mello et al., 2016).

Em relacdo a producdo embriondria, ou seja, blastocistos por OPU e taxa de
blastocistos, ndo foram detectadas diferencas entre as trés categorias de idade. Esses
resultados diferem dos resultados de Presicce et al. (1997), os quais relataram que fémeas pré-
puberes e puberes apresentam piores taxas de blastocistos quando comparadas com vacas, e
diferem também do estudo de Camargo et al. (2005), que relataram que novilhas pré-puberes
apresentaram menor taxa de blastocisto, quando comparadas a vacas. Apesar do resultado
observado no presente estudo diferir dos encontrados em literatura, pode-se interpreta-lo de
maneira positiva, uma vez que a auséncia de diferenca estatistica nas trés categorias de idade
quanto ao numero de blastocistos produzidos e taxa de blastocistos, indica que a utilizacdo de
fémeas pré-puberes ou puberes ndo afetara a PIVE.

Quanto as taxas de gestacdo de embrides transferidos aos 30 e 60 dias, os resultados
do presente estudo diferem em relacdo a outros estudos. Khatir et al. (1998) relataram que
od0citos obtidos de fémeas pré-puberes apresentaram menor capacidade de estabelecer
gestacdo, além de maior perda gestacional quando comparado com odcitos obtidos de vacas.
Este fato indica que baixa viabilidade pode ocorrer devido a deficiéncia na expressdo de
proteinas e metabolicos, e diferenca no nimero de células (Khatir et al., 1998). Silva (2020)
também ndo relatou diferenca na taxa de gestacdo aos 30 e 60 dias de fémeas pré-puberes e
fémeas puberes. Guerreiro (2015) observou que a taxa de gestacdo de fémeas pré-puberes foi
inferior as obtidas de vacas lactantes e ndo lactantes, entretanto foi semelhante quando
comparado com fémeas puberes. Uma hipdtese da diferenca dos resultados do presente estudo
com os citados acima pode ser devido a fatores ligados a receptora, cujos dados ndo estavam
disponiveis, uma vez que os embrides foram transferidos em um rebanho comercial, porém
acredita-se que a distribuicdo dos embribes nas receptoras tenha sido aleatoria, o que permitiu
a aleatorizacdo dos efeitos de idade, condigdo corporal e de salde das receptoras nas

categorias de idade de doadoras avaliadas.
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As correlages das medidas do trato genital externo (vulva e rima) com a producao
oocitéaria e embrionaria foram diferentes dos valores reportados na literatura. VVasconcelos et
al. (2020), em estudo com fémeas Bos taurus e Bos indicus, relataram que fémeas Bos taurus
com largura vulvar pequena apresentaram menor quantidade de odcitos viaveis, enquanto nao
houve diferenca entre largura vulvar e quantidade oocitaria em fémeas Bos indicus. Ja
Mesquita et al. (2016) relataram que o tamanho do trato genital externo quando
correlacionado com o tamanho corporal de fémeas da raca Tabapud tem associacdo com a
qualidade oocitaria.

A correlacdo entre XOV e producdo oocitaria e embrionaria foi positiva e mediana
somente na categoria das novilhas pré-puberes e puberes, mas ndo na categoria das vacas. O
resultado obtido na categoria das novilhas pré-plaberes e puberes indica que o tamanho
ovariano pode influenciar na quantidade folicular, conforme demonstrado por outros estudos
(Murasawa et al., 2005; Ireland et al., 2008; Crane e Muirhead et al., 2020). Este resultado
sugere que XOV pode ser utilizado para prever a reserva ovariana tanto em fémeas pré-
puberes quanto fémeas puberes.

O numero de foliculos totais foi positivamente e altamente correlacionado a producao
oocitaria em todas as categorias de idade, 0 que mostra que a quantidade folicular € um bom
indicativo da producgdo oocitéria final (Silva-Santos et al., 2014). Esses resultados indicam
que a quantidade folicular influencia na PIVE, pois quanto maior o nimero de foliculos,
melhores sdo os resultados na PIVE (Santos et al., 2016). Além disso, a utilizacdo de fémeas
pré-puberes em programas de PIVE ¢ eficaz, uma vez que a quantidade folicular de novilhas
puberes e pré-pubere é semelhante, sendo assim quando se utiliza fémeas pré-puberes para
PIVE é possivel obter producdo embrionéaria semelhante & de doadoras puberes.

Ao analisar a relagdo da XOV com foliculos totais das trés categorias de idade, foi
possivel observar uma relacdo positiva, porém de fraca a média magnitude. Conjuntamente,
os resultados indicam que XOV pode ser uma medida til para ser usada como indicativo de
quantidade folicular, resultado semelhante aos relatados em outros estudos (Murasawa et al.,
2005, Ireland et al., 2008; Crane e Muirhead et al., 2020).
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3 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos € possivel concluir que as vacas apresentam maior
producdo folicular e oocitaria quando comparado com as fémeas mais jovens (novilhas pré-
pUberes e novilhas puberes). Entretanto, foi demonstrado que quando as trés categorias foram
submetidas a fertilizag&o in vitro ndo houve diferenca na producéo de blastocistos.

As medidas do trato genital externo ndo apresentaram correlacdo com as variaveis
relacionadas a producgdo in vitro de embrides, excluindo a hipdtese que tais pardmetro séo
bons indicadores para prever seu sucesso. Entretanto, a média do didmetro dos ovérios e 0
numero de foliculos totais apresentou correlacdo media a alta com as variaveis relacionadas a
producdo in vitro de embriBes, o que confirma a hipdtese que essas variaveis tem relacdo com
0 sucesso da producéo in vitro de embrides.

Entretanto, sdo necessarios mais estudos em doadoras jovens da raca Nelore para
melhorar a eficiéncia dessa categoria na producdo in vitro de embribes, possibilitando
maximizar o uso de animais com alto valor genético em caracteristicas importantes para a

producdo de carne em um curto espago de tempo.
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