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RESUMO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) € uma biotecnologia reprodutiva que
contribui para a aceleracdo de melhoramento genético animal. O estresse térmico é
um dos principais problemas para o sucesso na PIVE. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a influéncia da temperatura ambiental no dia da aspiracao folicular
(OPU) na producédo de embrides in vitro e na taxa de prenhez de bovinos da raca
Nelore no estado de Rondonia. Os dados utilizados para este estudo foram obtidos
de resultados das producbes de quatro propriedades clientes do laboratorio
comercial de produgéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos, localizado no estado de
Rondbnia, durante o periodo de janeiro de 2018 até janeiro de 2021. Para obtencéo
dos resultados, os dados das produgdes in vitro de embrides e de prenhezes foram
analisados com as informacdes de temperatura méaxima no dia da OPU (alta >
33,3°C e baixa < 33,3°C). As taxas de embrides de prenhezes foram avaliadas pelo
teste do qui-quadrado. Houve maior produgcéo de embrides (D7 e D10) quando as
aspiracdes foram realizadas em dias em que as temperaturas maximas eram baixas
(< 33,3°C). As taxas de prenhezes também foram significativamente menores
guando as aspiracfes foram realizadas em dias em que as temperaturas maximas
eram altas (> 33,3°C). Foi observado que temperaturas diarias maximas altas (>
33,3°C) influenciaram negativamente na producdo de embrides in vitro e prenhezes
de bovinos da raga Nelore.

Palavras-chave: Estresse térmico; PIVE; Blastocisto; Gestacao; OPU.



ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a reproductive biotechnology that contributes to
the acceleration of animal breeding. One of the main problems for success at PIVE is
heat stress. The aim of this study was to evaluate the influence of environmental
temperature on the day of ovum pick-up (OPU) on IVP and pregnancy rate of Nelore
cattle in Rondbnia. The data used for this study were obtained from a commercial
IVP laboratory in Rondonia from January 2018 to January 2021. Information from the
IVP and pregnancies were examined with the maximum temperature report on the
OPU day (high > 33.3°C and low < 33.3°C). Embryo and pregnancy rates were
analyzed using the chi-square test. Greater production of embryos better embryo
production (D7 and D10) was observed when ovum pick-up was performed on days
when the maximum temperatures were low (< 33.3°C). The conceptions rates were
significantly lower when OPU was performed on days when maximum temperatures
were high (> 33.3°C). The IVP embryos and pregnancies of Nelore cattle were
negatively influenced by high maximum daily temperatures (> 33.3°C).

Keywords: Heat stress; PIV; Blastocyst; Gestation; OPU.
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1 INTRODUCAO

1.1 PROBLEMATIZACAO

Nas ultimas décadas as pesquisas relacionadas a producéo e a reproducéo de
bovinos estdo cada vez mais intensas, uma vez que esse setor estd cada dia mais
tecnologico e intenso no Brasil e no mundo. Existe uma constante necessidade de
produzir com eficiéncia e com o0 menor impacto ambiental possivel, visando sempre
aumento de produtividade e bem-estar animal.

A reproducao animal é um dos pilares principais para aumentar a producao.
Muitos estudos nessa area ja foram realizados para aumento de produtividade e
com isso, muitas técnicas foram desenvolvidas e aprimoradas para acelerar ganhos
genéticos e consequentemente ganhos na produtividade (Naves, 2020). Dentre as
técnicas utilizadas para melhoramento genético, a producado in vitro de embrides
(PIVE) se destaca por ser uma biotecnologia que possibilita o uso de animais
geneticamente superiores, fazendo com que se maximize a quantidade de
descendentes desses animais e aperfeicoe o ganho genético, uma vez que esse
processo diminui o intervalo de geracdes entre os animais e acelera o melhoramento
genético, conseguindo assim animais mais produtivos em menor tempo (VARAGO,
2008). A técnica de fertilizacdo in vitro esta muito bem difundida no Brasil e conta
com tecnologia avancada em sua rotina. Essa biotecnologia estd entre as mais
desenvolvidas do Brasil, dados literarios apontam que em 2015 o Brasil produziu um
total de 353.539 embrides, ficando no contexto mundial de producdo de embrides
atras somente dos Estados Unidos das Américas (EUA) (VIANA, 2018).

A PIVE envolve diversas etapas, como coleta dos gametas femininos, o0s
oocitos (CCOs — complexos cumulus-o6cito), e seguindo de trés grandes etapas:
maturacdo in vitro, fertilizacdo in vitro e cultivo in vitro, sendo que todas essas
etapas sdo realizadas dentro de uma infraestrutura laboratorial adequada (DE
SOUZA, 2019). Mesmo sendo uma biotecnologia com alto nivel de tecnoldgico, a
PIVE tem por diversas vezes enfrentado dificuldades para conseguir resultados mais
animadores, pois dados néo oficiais apontam que a taxa de prenhez varia entre 40%
e 60% (NAVES, 2020).

Entre as barreiras existentes para o sucesso na PIVE, o estresse térmico se
encontra entre os principais. O estresse térmico € um problema mundial que afeta
cerca de 60% do rebanho bovino mundial (WOLFENSON, 2000). O impacto que o
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estresse térmico caldrico tem sobre a reproducdo animal ja é bastante difundido
entre a comunidade cientifica, mas como os sistemas de producao de bovinos estéo
se intensificando frequentemente, esse assunto sempre acaba atraindo a atencéao de
pesquisadores, devido a importancia que os conhecimentos sobre os impactos do
estresse térmico caldrico causam na producéo animal (CORDEIRO, 2017).

Dentro dos pilares da producdo animal, a reproducdo é uma das mais
sensiveis as variaveis climaticas, sendo afetada principalmente pela hipertermia
(HANSEN, 2015), uma vez que esta pode levar a alteraces prejudiciais nas funcdes
celulares no sistema reprodutor. Algumas respostas indiretas que também estdo
ligadas a reproducdo sdo afetadas pelo estresse térmico, como a redistribuicdo do
fluxo sanguineo, reducéo de ingestdo de alimento e, em alguns casos, pode ocorrer
quadros de alcalose metabdlica (WOLFENSON, 2000). O assunto fica mais sério,
principalmente quando ha evidéncias que o planeta estd sofrendo com o processo
de aquecimento global (SEGNALINI, 2013), que consequentemente, promove

prejuizos no desempenho produtivo dos animais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Este trabalho teve por objetivo principal avaliar a influéncia da temperatura
ambiental no dia da aspiracdo folicular (ou do inglés ovum pick-up, OPU) na
producdo de embrides in vitro e na taxa de prenhez de bovinos da raca Nelore no

estado de Rondénia.

1.2.2 Especificos
¢ Analisar a influéncia da temperatura maxima no dia da OPU na producédo de
embrides bovinos in vitro da raca Nelore;
e Avaliar o efeito da temperatura maxima no dia da OPU na taxa de prenhez de

receptoras da raca Nelore.

1.3 DELIMITACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado através de dados comerciais da producdo in vitro de

embrides e prenhezes de bovinos da raca Nelore de quatro propriedades no estado de
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Rondénia, entre janeiro de 2018 a janeiro de 2021, cedidos pelo laboratério MULTIPLA
EMBRIOES LTDA.
1.4 RELEVANCIA DO ESTUDO

Com a grande demanda mundial por alimentos, faz-se necessario uma producéo
de proteina animal mais intensa. A PIVE € uma biotecnologia que promove uma rapida
multiplicacdo do rebanho, além de fomentar o melhoramento genético. Com isso, é
importante conhecer os fatores que possam diminuir ou aumentar a producdo de
embrides e prenhezes. Este estudo mostrou que a temperatura ambiental tem influéncia

de forma significativa na producao de embrides in vitro e nas taxas de prenhezes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A REPRODUCAO ANIMAL

O uso de biotecnologias reprodutivas faz com que o Brasil obtenha éxito na
produtividade animal. Essas biotécnicas vém sendo continuamente aprimoradas e
otimizadas para que, cada vez mais, se obtenha resultados satisfatorios.

O principal objetivo dessas biotecnologias € aumentar a eficiéncia reprodutiva
de animais geneticamente superiores fazendo com que se obtenha 0 maximo de seu
potencial genético e o maximo de descendentes possiveis. Para isso, algumas
técnicas reprodutivas sao utilizadas como inseminacao artificial (IA) transferéncia de
embrides (TE) e a produgéo in vitro de embrides (PIVE) (SILVA, 2019).

A PIVE tem maior destague por sua habilidade em aproveitar tanto o potencial
do macho quanto da fémea. Esta biotecnologia consiste em, basicamente, manipular
0Ss gametas masculinos e femininos fora do corpo do animal, visando simular o que

ocorreria naturalmente no organismo do animal (SCANAVEZ, 2013).

2.1.1 Producgé&o In Vitro de embrides (PIVE)

A PIVE vem ganhando destaque no ambito nacional e mundial por sua grande
capacidade de aproveitamento do potencial genético das fémeas bovinas (MELLO,
2016). No Brasil, a PIVE foi utilizada de forma comercial a partir do ano de 1998,
através de um projeto financiado pelas instituicbes FAPESP, Beabisa Agricultura
Ltda e a Gertec Tecnologia (GALLI, 2003; SILVA, 2019).

Esta biotecnologia é composta por algumas etapas como: recuperacdo de
CCOs imaturos, por meio de aspiracao folicular guiada por ultrassonografia,
maturacéo in vitro (MIV) dos CCOs, fecundacéo in vitro e cultivo embrionario in vitro
(CIV) até o estagio de blastocisto, onde ja podem ser envasados e transferidos, ou
em alguns casos criopreservados (VARAGO, 2008). Para que seja possivel a
realizacdo das diversas etapas da PIVE, deve-se fornecer ambiente e condigbes
adequadas ao cultivo dos gametas e das estruturas embrionarias, mimetizando o
gue aconteceria in vivo. Deve-se fazer uso de incubadoras que necessitam ser
aguecidas, umidas, escuras, estéreis, bem como o ambiente uterino e sendo
importante o uso de meio de cultivo especifico para cada etapa de PIVE (SANTOS,
2017).
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2.1.1.1 Aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia (OPU - OVUM PICK-UP)

Uma das primeiras etapas da PIVE, a OPU é a técnica utilizada para
obtencdo do CCOs através da aspiracao folicular transvaginal (SENEDA; RUBIN e
LISBOA, 2005). A OPU aliada a PIVE permitiu grande expansao no uso do potencial
genético da fémea de alto valor zootécnico, outra vantagem da utilizagdo dessa
técnica é a possibilidade da utilizacdo de fémeas que sejam portadores de alguma
anormalidade adquirida que as impecam de se reproduzirem normalmente
(NOGUEIRA, MINGOTE e NICACIO, 2013).

A aspiragao folicular pode ser realizada em qualquer fase do ciclo estral, pois
alguns autores relatam que ndo ha diferencas consideraveis na qualidade dos
oocitos, mesmo em momentos diferentes do ciclo estral (SENEDA; RUBIN e
LISBOA, 2005). Entretanto, segundo SENEDA et al. (2005) e HONORATO et al.
(2013), existe diferenca na quantidade de foliculos disponiveis para a aspiracéo,
sendo o inicio da emergéncia de uma nova onda, 0 momento mais propicio para
obtencéo de maior quantidade de foliculos.

Para a realizacdo da OPU, a doadora deve ser conduzida ao tronco de
contencdo, deve-se atentar a esse momento, para ser feito o maximo de esforco
possivel para se evitar o estresse da fémea doadora. O tronco de contencdo deve
oferecer seguranca, tanto ao animal quanto ao profissional que esta realizando o
procedimento. Apds a contencao, realiza-se a palpacao retal prévia, para verificar as
condicBes ovarianas, entdo é feita a higienizacdo da regido perineal, com agua
limpa, e a secagem com papel toalha, algumas etapas da OPU sédo demonstradas
na figura 1. Deve-se também realizar analgesia com anestesia epidural, com
lidocaina a 2% sem vasoconstritor. A anestesia tem por finalidade evitar que o
animal sinta algum desconforto e impedir movimentos peristalticos exacerbados,
evitando assim que, tanto o profissional, quanto o animal se machuquem (MARIANO
et al., 2015).
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ela Mdltipla Embrides.

Fonte: Imagens cedidas p

7z

O procedimento é realizado com a utlizaggo de um aparelho de
ultrassonografia com o transdutor dentro de uma guia transvaginal e com agulha e
sistema de aspiracdo acoplados a um tubo de 50 ml (tubo Falcon), e uma bomba de
vacuo acoplada a todo esse sistema. A guia, com o transdutor, € inserida no canal
vaginal do animal até o fundo de saco vaginal. Os ovarios sédo posicionados de
forma que o profissional os visualize no ultrassom, bem como os foliculos. A bomba
de vacuos € ativada por meio de um pedal; e com a méo que esta segurando a guia,
o profissional faz os movimentos necessarios para que seja feita a perfuracédo e
puncao do liquido folicular. O liquido entra a partir da agulha, segue pelo sistema até
o tubo em que esté acoplado o sistema. A pressdo na bomba de vacuo deve ser de
80 mmHg (milimetros de mercurio). O médico veterinario responsavel pelo
procedimento deve repetir o processo de perfuracdo em todos os foliculos até que
nao restem mais foliculos em ambos os ovarios (SOUZA, 2020; MARIANO et
al.,2015).

O conteudo aspirado deve ser transportado ao laboratério para posterior
processamento. Seu processamento consiste na lavagem com meio PBS (ou
solucéo fisioldgica) acrescido de heparina sodica, antibidtico e soro fetal bovino
(SFB), até que esse liquido se torne translucido. A lavagem é feita em um filtro de
colheita de embrides, e o sedimento que sobra no fundo do filtro é depositado em

placas de Petri de 90 mm para que posteriormente seja feita a procura e selecao dos
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CCOs. Os CCOs selecionados séo colocados em criotubos, com meio especifico
para maturacdo, cobertos com 6leo mineral, para se evitar evapora¢do do meio, e
mudancas bruscas de PH. Esses criotubos sdo armazenados e transportados até o
laboratorio, onde sera realizado, posteriormente, fecundacdo e cultivo (SOUZA,
2020; MARIANO et al.,2015).

2.1.1.2 Maturacdao In Vitro (MIV)

Apés a coleta, os odcitos ainda ndo sédo capazes de passar pelo processo de
fertilizagédo e clivagem, pois ainda se encontram em seu estado imaturo (GALLI et
al., 2003), na figura 2 sdo demonstrados complexo cumulus odcitos imaturos. Sendo
assim, o gameta feminino ainda precisara passar por varias transformacoées, tanto
em seu nudcleo (maturacdo nuclear), quanto em seu citoplasma (maturagéo
citoplasmatica). Apos essas transformacfes, o o4cito adquire a capacidade de ser
fecundado. Todas essas etapas sdo denominadas de maturacédo odcitaria (LOIOLA,
2013). Pode-se dizer que, a maturacdo odQcitaria € a sequéncia de eventos que
ocorrem, desde o estagio de vesicula germinativa até o término da segunda divisdo
meiotica, formando assim o segundo corpusculo polar (Blanco et al, 2011 apud
Araujo, 2014).

Figura 2 - Complexo cumulus oocnos |maturos
L

§

Fonte: Imagens cedidas pela Multipla Embrides.
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Na fémea bovina, mesmo antes do nascimento, 0s o00citos que estao
presentes nos foliculos primordiais, tem a sua fase de divisdo meio6tica bloqueada e
esse bloqueio ocorre na fase se diploteno da profase | (ARAUJO, 2014; PFEIFER e
FERREIRA, 2015). O que faz que seja inibida a continuacdo da meiose séo fatores
inibitérios da meiose como, por exemplo, o monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc). Esses fatores inibitérios sdo produzidos pelas células da granulosa, e
agindo juntamente com seus transportadores, sao responsaveis pela interrupcdo da
divisdo meidtica do odcito. O fator que ira definir a retomada da divisdo meiotica do
gameta é o pico pré-ovulatorio de horménio luteinizante (LH), que ocorre apés a
puberdade do animal, em od6citos presentes nos foliculos proximos a ovulagdo. A
estimulacdo desse hormdénio (LH) promove a ruptura das juncfes comunicantes
entre as células (KAWAMURA et al., 2004; HURK e ZHAO, 2005; SANCHEZ e
SMITZ, 2012).

A maturacdo do odcito condiz com uma serie de mudangas no nucleo e
citoplasma do gameta, para que esse adquira sua capacidade fecundante, e assim,
se desenvolver até o estagio de blastocisto. A remocdo do odcito de dentro do
foliculo, e a consequente retirada do contato com células foliculares, sdo os
principais fatores para que se inicie ao processo de maturacéo nuclear, entédo, este
saira da fase de dipl6teno da préfase e avancara até a fase de metafase na meiose
I (CROCOMO, 2011; MELLO et al., 2016). Outra importante etapa para que 0 00cito
se torne competente é a maturacdo citoplasmatica, que envolve processos como
migracdo das mitocondrias para posi¢cao perinuclear, acumulo de granulos ao longo
do oolema e redistribuicdo das organelas, sendo necessario que todas essas etapas
se completem para que ocorra de fato a maturacdo e o odcito seja capaz de
bloquear a polispermia, e com isso 0 gameta terd competéncia em ser fertilizado e
produzir um embrido saudavel (SANCHEZ e SMITZ, 2012; ARAUJO, 2014; MELLO,
2016).

A MIV é um processo que visa mimetizar condic¢des intrafoliculares, de forma
mais fidedigna possivel, isso € feito com meio de cultivo de tecidos 199 (TCM 199),
assim como demonstrado na figura 3. A maturagao in vitro deve ser realizada em
uma atmosfera controlada, que contenha 5% de CO2, temperatura de 38,5°C por um
periodo de aproximadamente 24 horas apo6s o inicio da OPU (VARAGO, 2008;
MELLO, 2016).
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Figura 3 - Complexo cumulus-o0citos maturados.
g T W e I e ” -

ALE

Fonte: Imagens cedidas pela Multipla Embrides.

2.1.1.3 Fecundagéo In Vitro (FIV)

A FIV compreende a etapa em que se cultiva os odécitos maturados com
espermatozoides, com intuito que esses se fecundem, gerando um zigoto que
evoluira até o estagio de blastocisto (MELLO et al., 2016).

Durante essa etapa é que ocorre a fusdo do material genético materno com
material genético paterno, e consequente a isso, a formacdo do zigoto (LANDIM-
ALVARENGA, 2017). Para realizacdo da FIV sdo descongeladas palhetas de
sémen, uma ou mais, a uma temperatura de 36°C, e 0s espermatozoides viaveis sdo
separados dos mortos, do plasma seminal e dos crioprotetores, principalmente
quando se utiliza a técnica de gradiente de concentragcdo com Percoll® (VARAGO et
al., 2008). A utilizacdo do gradiente de concentracao do Percoll® para capacitacdo e
selec@o espermética é um dos métodos mais antigos utilizados para esse fim. Nesse
meétodo, o sémen € depositado sobre duas camadas de densidade diferentes, uma
com concentragdo de 90% e a outra com 45%, sendo que o Percoll® 45% é
depositado sobre o Percoll® 90%, e sémen sobre o Percoll 45%. Esse conteudo é
submetido a centrifugacdo, assim, 0s espermatozoides viaveis se depositardo no
fundo do tubo formando o pellet. Esse pellet é separado e novamente centrifugado
com meio SP-TALP, contudo o objetivo agora € remover o maximo possivel do meio
Percoll® (GARCIA-HERREROS, 2014; WRENZYCKI, 2016). Esse método tem sido
um dos mais utilizados em rotinas laboratoriais, uma vez que proporciona uma maior
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recuperacdo de espermatozoides méveis e com melhor qualidade, além de ser mais
eficaz na remocao de plasma seminal e dos diluentes, presente na palheta de
sémen criopreservado (LEE, 2009). Essa etapa, além de ser essencial para
selecionar o0s espermatozoides, também ¢é importante para a capacitacao
espermética. A capacitacdo esperméatica tem como finalidade, retirar componentes
gue estdo presente no plasma seminal de contato com 0s espermatozoides, para
gue estes nao sofram incorporacdes e modificacbes que os tornam incapazes de
fecundar (GONCALVES et al., 2008; LEEAMANS et al., 2019).

Apds o0 processo de capacitacdo espermatica, os espermatozoides ja séo
capazes de se ligar as glicoproteinas ZP3 presentes na zona pellcida do odécito e
sofrer a reacdo acrossbmica. A reacao acrossdmica permite a liberacdo de enzimas
que digerem a matriz da zona pelucida do odécito fazendo com que o espermatozoide
sofra um processo de exocitose e se funda com o oécito (LANDIM- ALVARENGA,
2017; GONCALVEZ et al., 2008).

O periodo em que se realiza a FIV € de 18 a 22 horas, em temperatura de
38,5°C, atmosfera gasosa com concentracdo de 5% de CO2 e umidade saturada a
95%. O meio mais utilizado para o cultivo de odcitos e espermatozoides é o FERT-
TALP suplementado com heparina e albumina sérica bovina (BSA) (CORREA, 2006;
MELLO et al., 2016; SANTOS, 2017).

2.1.1.4 Cultivo In Vitro (CIV)

Apos a etapa de fecundacdo origina-se uma estrutura chamada de zigoto,
sendo que esse ja tem um arranjo citoplasmatico diferente das células das quais
teve origem. A principal diferenga é o fato de ser uma célula diploide, e esse zigoto
passara por sucessivas divisdbes celulares ou clivagens até a formacdo do
blastocisto (MELLO et al., 2016; GONCALVES, 2008). A etapa de CIV é a ultima
etapa na PIVE e dura aproximadamente 6 dias de cultura, a partir do estagio de
zigoto. O principal objetivo dessa etapa é mimetizar, 0 maximo possivel, condi¢gbes
gue seriam encontradas in vivo. Alguns autores defendem que o periodo de cultivo
pode variar de 7 a 9 dias, sendo que a taxa de blastocisto € avaliada no sétimo dia
de cultivo (MELLO et al., 2016; WRENZYCKI, 2016; SANTOS, 2020).
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2.1.1.5 Receptoras

Avaliacdo e selecdo das receptoras dos embrides € um dos diversos
fatores que estdo envolvidos no sucesso de um programa de PIVE. A receptora,
para ser considerada apta a receber o embrido, deve passar por algumas avaliacbes
realizadas por um médico veterinario treinado e experiente. Uma das primeiras
etapas da avaliacdo € o exame visual da fémea que ir4 receber o embrido, onde se
observam condicdo de escore corporal (ECC), presenca de ectoparasitas ou
quaisquer outros problemas que podem ser observados na inspecdo (DANTAS,
2018), receptoras demonstradas na figura 4. A proxima etapa € a avaliacdo clinica
geral, em que se avalia se os animais ndo apresentam alteracdes em sistema
locomotor, sistema digestorio ou sistema respiratério. Sendo evidenciadas quaisquer
alteracdes em algum desses sistemas, 0 exame deve ser mais detalhado para que
se possa concluir se essa fémea sera incluida ou excluida da lista. O sistema
mamario da receptora também deve ser analisado, pois esta devera oferecer
condi¢cBes de nutrir o futuro bezerro. FEémeas que possuirem tetos muito grandes e
pouco parénguima mamario devem ser excluidas da lista. A fase seguinte da
avalicdo é a realizacdo de exame ultrassonografico do aparelho reprodutivo, esse
procedimento é realizado através da palpacdo retal, por meio da palpacdo o
profissional podera obter informacdes sobre posicdo da cérvix e a sua conformacao,
sendo que, cérvix muito tortuosa, com excesso de fibrose, mal posicionada pode
dificultar na inovulagcdo do embrido. O tamanho dos ovarios e do Utero também
devem ser observados, do mesmo modo que a qualidade destes. As fémeas que
forem aprovadas para o grupo das receptoras devem estar com 0S manejos
nutricionais e sanitarios adequados. O conhecimento da classe de receptoras
também deve ser levado em consideracao, ja que algumas classes necessitam de
alguma avaliacdo especifica como é o exemplo de novilhas (ndliparas) que sé
devem ser consideradas aptas quando ja estiverem em ciclo estral regular, que pode
ser evidenciado pela presenca de corpo liteo na ultrassonografia (FERREIRA,
2019).
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Fonte: Imagens cedidas pela Mdltipla Embrides.

2.1.2 Homeostase

O processo de homeostase € realizado pelo organismo dos animais na busca
de manter o funcionamento normal de todas suas estruturas e tecidos, garantindo
assim sua sobrevivéncia, pois todo organismo recebe grandes influéncias do meio
externo, que acabam, muitas vezes, interferindo no meio interno e fazendo
alteracbes em horménios e Orgdos. Para que a homeostase seja atingida, o
organismo utiliza meios como, controle de agua, cloreto de sodio, gordura, glicose,
entre outros fatores, como por exemplo, controle da pressdo arterial, controle da
ventilacdo mecéanica e manutencdo da temperatura corpérea (DE SOUZA, 2015;
BRITO, 2017).

Os bovinos, como todos os dos mamiferos, sdo homeotérmicos, ou seja,
buscam um equilibrio entre o ganho de calor, pelo processo de termogénese, que se
refere & formacéo metabdlica de calor e absorcdo de calor do ambiente, e a perda
de calor pelo processo de termdlise, entendida como a forma que o organismo perde
calor para o ambiente. Quando atingido o equilibrio entre termogénese e termdlise, e
suas funcdes fisioldgicas, metabdlicas e comportamentais se encontrarem em pleno
funcionamento o animal se encontrara em homeostase orgéanica (OLIVEIRA et al.,
2012). A temperatura interna que é considerada normal para bovinos varia de 38,0°
a 39,5° (DU PREEZ, 2000; FERREIRA et al.,2006.
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A homeotermia nos bovinos pode apresentar dois tipos de desiquilibrios, a
hipotermia e a hipertermia. Sendo que quando o organismo se encontra em quadro
de hipotermia a temperatura corporal se encontra baixa, tendo dificuldade de perda
de calor, enquanto, se o animal apresenta quadro de hipertermia, a temperatura
corporal se encontra excessivamente elevada, apresentando dificuldade de perda de
calor (FERREIRA et al.,2006; DE SOUZA, 2015; ROCHA, 2017).

2.1.2.1 Condigbes de conforto térmico

A produtividade de um animal se encontra intimamente ligada ao seu estado
de homeostasia, com isso, sera possivel, que o animal converta o alimento em
producdo quando esse se encontra em conforto e bem-estar, seja o produto carne
ou leite, de maneira mais eficiente.

O conforto animal é uma preocupacao crescente no Brasil, em virtude do
clima predominantemente tropical, com altas temperaturas na maior parte do ano, o
qgue pode favorecer o estresse térmico (BERTONCELLI et al., 2013). SOUZA et al.
(2010), sugeriram que, a temperatura € um dos fatores ambientais que interferem
expressivamente na produtividade. Alguns autores ainda relatam sobre a existéncia
de uma zona de termoneutralidade, que € uma faixa de temperatura em que 0s
animais nao sofrem de estresse, nem pelo frio e nem pelo calor. Sendo assim, nessa
situacado, o custo fisioldgico € minimo, o aproveitamento de energia proveniente da

dieta é excelente e a temperatura corporal se encontra equilibrada (FR1ZZO, 2014).

2.1.2.2 Estresse térmico

Estresse térmico caldrico € a soma de forgas externas que modificam a
temperatura corporal, mesmo com o organismo em repouso (LEE, 1965). Pode-se
dizer que um animal estd em estresse, a partir do momento que ele comeca a utilizar
uma soma de mecanismos biolégicos para se defender de estimulos deletérios a
sua integridade, sejam esses estimulos externos ou internos, buscando assim
manter sua homeostase. O meio ambiente naturalmente é composto por diversos
fatores estressantes, como a temperatura do ambiente (FERREIRA, 2006;
OLIVEIRA, 2012).

O estresse térmico ocorre a partir do momento que o animal se encontra em

uma situacdo que a temperatura ultrapassa os limites da termotolerédncia e o
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organismo lanca mao de mecanismos termorregulatorios para atingir a homeostase.
Estes mecanismos trazem prejuizos ao animal como, por exemplo, ingestdo
reduzida de alimento, consumo de agua mais frequente e em maior quantidade, o
periodo de descanso também se torna maior (FRIZZO, 2014; LIMIRO, 2020).

2.1.2.2.1 Efeitos do estresse térmico no animal

Quando o limite da zona de conforto térmico é ultrapassado ocorre a ativagao
do aparelho de termorregulacdo (eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal) e os processos
de perda de calor reduzem sua eficiéncia se o0 animal entra em quadro de estresse
pelo calor, sendo necessario maior gasto energético para controle da temperatura e
mantenca da homeostase (MASTELARO, 2016; OLIVEIRA 2012). Ao entender que
estdo em uma situacdo de calor excessivo, células termorreceptoras localizadas na
pele, emitem estimulos que sdo encaminhados a receptores de calor do hipotalamo
anterior e a partir disso uma série de eventos ocorrera na tentativa de regular a
temperatura corpérea (DE SOUZA, 2015a). Uma vez que 0 organismo se percebe
em meio a um desconforto térmico, algumas respostas fisiolégicas sdo geradas, e
isso culmina em gasto de energia, e respostas como, aumento da frequéncia
respiratoria, sudorese aumentada, redistribuicdo do fluxo sanguineo (MATARAZZO,
2004; MORAIS, 2008). A ativacao do eixo hipotalamico — hipofisario — adrenal (HHA)
ocorre apos um estimulo estressante, no caso do estresse térmico essa ativacado
ocorre como uma forma de regulacéo térmica, uma vez que os hormdnios liberados
com a ativacdo desse eixo contribuem para regulacdo térmica (ROCHA, 2012). Ao
receber o estimulo estressante, o hipotdlamo ira liberar um horménio conhecido
como hormonio liberador de corticotrofina (CRH), esse, por sua vez, vai atuar sobre
a adenohipdfise, fazendo com que essa produza o horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) e o libere na corrente sanguinea para que no cértex da adrenal estimule a
secrecdo de glicocorticodes, sendo secretado em maior proporcdo o cortisol na
corrente sanguina (SANTOS, 2013).

2.1.2.2.2 Efeito do estresse térmico sobre a reproducéo da fémea
O ambiente influencia diretamente na reproducédo, sendo que a temperatura é
um dos principais fatores que determinam ou ndo sucesso na atividade reprodutiva

(LEE et al., 1974). A reproducao € totalmente dependente de controle hormonal que
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sdo sintetizados e secretados pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Para que a
reproducdo ocorra de forma adequada e dentro do tempo adequado, niveis séricos
de horménios compativeis devem estar presentes na corrente sanguinea (HAFEZ,
2004; DUKE, 2018). O aumento na atividade do eixo hipotalamico-hipofiséario-
adrenal (HHA), devido a condicGes de estresse, faz com que ocorra uma diminui¢ao
na atividade reprodutiva, mostrando que deve haver uma relagdo com os hormonios
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG). Isso porque os horménios que sao
sintetizados e liberados em condi¢des de estresse pode afetar a funcéo reprodutiva
em trés etapas do eixo HHG, no hipotalamo, liberando CRH, inibindo assim a
liberacdo do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), consequentemente
também afetando a hipofise anterior, diminuindo a liberagdo de hormdnios como,
FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (hormdnio luteinizante), alterando o efeito
estimulatério das gonadotrofinas nas gbénadas, e prejudicando o desempenho
reprodutivo desse animal. A producdo de estrégenos € consequentemente afetada
com a diminuicao na liberagdo de gonadotrofinas (LH e FSH), acarretando em varios
transtornos reprodutivos, sendo esses: falhas na deteccdo de cio devido ao cio
silencioso, o desenvolvimento oocitario também estara comprometido, fertilizacao e
implantacdo do embrido também seréo afetadas, uma vez que o Utero ndo estara
bem preparado para isso, pois ndo houve a formagédo de um corpo liteo de boa
qgualidade, e em casos mais extremos, podendo levar ao anestro da fémea (ROCHA
et al., 2012; SANTOS, 2013; DE SOUZA et al., 2015 b).

OLIVEIRA et al. (2012) relataram que a causa da ineficiéncia reprodutiva
ocasionada pelo estresse térmico se da pelo fato da ma formacgéo do corpo llteo,
sendo que, esse ndo tendo formacdo adequada, acarretara morte embrionaria, pois
a principal funcdo do corpo lateo é a producdo e liberacdo de progesterona para
manutencdo de tecidos endometriais e mantenga do embrido. Portanto, sua
diminuicao possibilitara a secrecdo de hormoénios como, a prostaglandina, resultando

na lise do corpo luteo e perda do embrido.
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2.2 METODOLOGIA UTILIZADA PELO LABORATORIO NA PRODUCAO IN VITRO
DE EMBRIOES

Recuperacédo dos odécitos complexos cumulus-o6citos (CCOs)

Os complexos cumulus-o6citos (CCOs) foram obtidos através da aspiracéo
dos foliculos ovarianos. A aspiracao folicular guiada por ultrassom (ovum pick-up -
OPU; aparelho de ultrassonografia equipado com transdutor setorial intravaginal e
um dispositivo guia para puncéo folicular) foi realizada em dia aleatério do ciclo
estral. Os foliculos foram identificados e puncionados, utilizando agulhas 20 G e uma
pressao de vacuo de 80 mmHg. O liquido folicular foi recuperado em tubos cénicos
plasticos de 50 mL, contendo solucao fisiologica, soro fetal bovino (SFB), heparina
sodica e sulfato de amicacina.

Em seguida, os complexos cumulus-oécito (CCOs) foram separados em um
filtro de coleta de embrides, colocados em uma placa de petri e, com o auxilio de um

estereomicroscopio, foram selecionados e classificados como viaveis ou nao viaveis.

Maturacao in vitro

Os CCOs classificados como viaveis foram lavados trés vezes em meio TCM
199 com HEPES contendo soro fetal bovino (SFB), piruvato e sulfato de amicacina.
Posteriormente, os CCOs foram lavados no meio de maturacdo e colocados em
criotubos contendo meio de maturacdo coberto com 6leo mineral. A maturacdo do
CCOs foi realizada em incubadora portéatil a 38,5 °C, em atmosfera de 5% de CO,,
5% de CO; e 90% de N, e alta umidade, durante 20 a 24 horas.

Preparo de sémen e Fecundag&o in vitro

Na etapa de FIV, os CCOs maturados foram transferidos para placas de
cultivo celular contendo gotas de meio especifico para FIV sob 6leo mineral. Em as
producgbes foram utilizados sémen congelado para a fecundagéo. As palhetas de
sémen foram descongeladas em agua aquecida a 36°C por 30 segundos, e 0S
espermatozoides vivos foram separados dos mortos, do plasma seminal e dos
diluentes por meio da técnica de separacdo espermatica por gradiente de
densidade. O sémen depositado por cima do gradiente (45-90%) foi centrifugado a

4.000 rotagbes por minuto (RPM) durante cinco minutos. Apos a centrifugacdo, o
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sobrenadante foi descartado e o “pellet’, formado por espermatozoides viaveis, foi
recuperado e diluido em meio de FIV, e centrifugado por 3 minutos a 2.000 RPM.
Apoés o procedimento de separacdo espermatica, os espermatozoides foram
diluidos em meio de FIV até que se atingisse uma concentracdo de 1 x 10°
espermatozoides/mL, sendo necessario 0 prévio conhecimento da quantidade de
espermatozoides por meio da contagem em camara de Neubauer e a avaliagao de
sua motilidade para a realizacdo desse procedimento. Um volume de 5 uL de
espermatozoides diluidos, foi adicionado a cada gota de FIV contendo os CCOs. Os
oocitos, bem como as células do cumulus expandidas e os espermatozoides foram
cultivados por um periodo de 18 a 22 horas, permitindo que ocorra a fecundacéo

para que se inicie a proxima etapa da PIVE.

Cultivo in vitro

Ap6s a FIV, os provaveis zigotos, juntamente com uma fina camada de
células do cumulus, foram transferidos para gotas contendo meio de cultivo in vitro
(CIV) sob 6leo mineral. No terceiro dia foi avaliada a taxa de clivagem dos oécitos
fecundados.

No terceiro e quinto dia ap6s a FIV, 50% do meio das gotas de cultivo foi
renovado (feeding).

Depois de sete dias de cultivo apés a FIV foi verificada a quantidade de
embribes produzidos (blastocistos), sendo estes, classificados de acordo com a
Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS). Também foi avaliada a
taxa de embrides quando comparados com a quantidade de CCOs submetidos a
PIVE.

Envase e transferéncia dos embrides

Os embrides foram classificados e envasados em palhetas contendo meio de
ENVASE e transportados em um transportador de embriGes a 36°C.

Os embrides envasados foram inovulados (transferidos) em receptoras

previamente selecionadas e sincronizadas.

Eclosao
No dia 10 do desenvolvimento embrionario, foram verificadas as taxas de

eclosdo dos embrides remanescentes, assim como demonstrado na figura 5.



Figura 5 - EmbriGes eclodidos em dia 10 de desenvolvimentos.

Fonte: Imagens cedidas pela Mdltipla Embrides.

Diagnostico de gestacao

30

O diagndstico de gestacéao foi realizado através de palpacéo retal com auxilio

de aparelho ultrassonogréafico, assim como demonstrado na figura 6, entre 30 e 60

dias apos a inovulacdo dos embrides.



31

Figura 6 - Diagnoéstico de gestacéo.

11

Fonte: Imagens cedidas pela ML’JItipI Embrides.

3 MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados para este estudo foram obtidos de resultados das
producgbes de quatro propriedades clientes do laboratério comercial de producéo in
vitro de embrides (PIVE) bovinos (Mdultipla Embriées Ltda.), localizado no municipio
de Ji-Parana, estado de Rondonia, durante o periodo de janeiro de 2018 até janeiro
de 2021.

Uma vez que, os resultados discutidos pelo presente estudo, sé&o
provenientes de dados comerciais obtidos da rotina de um laboratério privado de
PIVE bovinos, ndo foi necessaria a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais para a elaboragao deste.

Para minimizar as variaveis que poderiam interferir nos resultados, os dados
utilizados para a realizacdo deste, foram selecionados de tal forma para que
pudesse ficar o mais homogéneo possivel. Foram analisados apenas o0s resultados
das PIVEs nas quais foram utilizados apenas a raca Nelore.

Dados meteoroldgicos
Os dados de temperatura dos dias das OPUs nos municipios de Ji-Parana-
RO, Parecis-RO, Pimenteiras do Oeste-RO e Alta Floresta d"Oeste-RO foram
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obtidos no site do Sistema de Monitoramento  Agrometeoroldgico

(www.agritempo.gov.br).

Analise estatistica

As proporgdes de produgédo de embrides e taxa de prenhez foram avaliadas
pelo teste do qui-quadrado.

Para determinacdo do ponto de corte de temperatura utilizada para
determinar os grupos de Maior e Menor temperatura foi utilizada anélise de curva
ROC (radio operator receiver) onde foi calculado a especificidade e sensibilidade do
teste em relacdo a prenhez das receptoras. Para tanto, as receptoras foram
categorizadas como de boa resposta (com prenhez maior ou igual a 40%) e como de
resposta ruim (com prenhez menor que 40%). Dessa forma foi obtido a temperatura
de 33,3°C como ponto 6timo de corte que influéncia a prenhez de receptoras, sendo
classificadas essas temperaturas como alta (superior a 33,3°C) e baixa (inferior a
33,3°C).

Numero de embrides produzidos foi analisado por analise de variancia e as
médias foram comparadas entre os grupos pelo teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas entre os grupos quando o valor de P foi menor ou igual a
0,05 (P =< 0,05).

4 RESULTADOS

Foram utilizados dados de quatro propriedades localizadas no estado de
Rondbénia, entre o periodo de janeiro de 2018 a janeiro de 2021. Os dados de
producdo e temperatura maxima no dia da aspiracdo folicular, e os resultados
numéricos das PIVEs estdo descritos nas tabelas 1, 2, 3 e 4 [ano da OPU, més da
OPU, temperatura maxima no dia da OPU, numero de CCOs viaveis recuperados,
namero de embrides viaveis no dia 7 do desenvolvimento, nimero de embribes
viaveis no dia 10 do desenvolvimento, porcentagem (%) de embrides viaveis no dia
7 do desenvolvimento em relacédo ao numero de CCOs viaveis, porcentagem (%) de
embrides viaveis no dia 10 do desenvolvimento em relacdo ao numero de CCOs
viaveis, numero de embrides inovulados (transferidos - TE), nimero de prenhezes
confirmadas, porcentagem de prenhezes (nimero de gestacdes confirmadas em

relacdo ao numero de embrides inovulados)].
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Tabela 1 - Dados das PIVEs realizadas na propriedade no municipio de Ji-Parana —

RO.
ano més temp CCOs emb emb % % emb DG %
OPU OPU méx viaveis D10 D7 emb emb TE prenhez
°C D7 D10

2018 1 29,63 198 108 96 48% 55% - - -
2018 9 338 278 170 158 57% 61% 78 45 58%
2018 11 29,35 374 222 183 49% 59% 110 57 52%
2019 11 28,91 265 142 142 54% 54% 70 35 50%
2020 1 31,13 292 145 133 46% 50% 59 30 51%
2020 2 28,36 - - - - - 75 39 52%
TOTAL 1407 787 712 51% 56% 317 167 53%

Tabela 2 - Dados das PIVEs realizadas na propriedade no municipio de Parecis —
RO.

ano més temp CCOs emb emb % % emb DG %
OPU OPU méx viaveis D10 D7 emb emb TE prenhez
°C D7 D10

2018 10 31,89 191 122 121 63% 64% - - =

2018 11 26,11 242 134 120 50% 55% 64 31 48%
2019 10 33,25 277 117 109 39% 42% 74 34 46%
2019 11 30,67 80 30 23 29% 38% 23 9 39%
2020 10 34,09 483 182 163 34% 38% 101 35 35%
2020 11 32,76 284 154 144 51% 54% 75 37 49%
2020 12 30,44 528 259 216 41% 49% 70 35 50%

TOTAL 2085 998 896 43% 48% 407 181 44%

Tabela 3 - Dados das PIVEs realizadas na propriedade no municipio de Pimenteiras
do Oeste — RO.

ano més temp CCOs emb emb % % emb DG %
OPU OPU méax viaveis D10 D7 emb emb TE prenhez
°C D7 D10

2018 1 30,06 142 57 57 40% 40% 44 17 39%
2018 9 29,12 262 144 131 50% 55% 68 37 54%
2018 11 29,29 185 93 86 46% 50% 57 23 40%
2019 11 31,09 232 99 91 39% 43% 52 28 54%
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2020 1 27,76 182 137 118 65% 75% - - =
2020 9 34,60 251 99 99 39% 39% 75 32 43%
2020 10 37,86 332 150 139 42% 45% 91 38 42%
2020 10 37,30 383 206 177  46% 54% 72 31 43%
TOTAL 1969 985 898  46% 50% 459 206 45%

Tabela 4 - Dados das PIVEs realizadas na propriedade no municipio de Alta Floresta
d Oeste — RO.

ano més temp CCOs emb emb % % emb DG %
OPU OPU méx viaveis D10 D7 emb emb TE prenhez
°C D7 D10

2020 10 34,82 479 167 124  26% 35% 104 57 55%
2020 12 31,19 489 374 276 56% 76% 94 55 59%
2021 1 2642 374 180 144 39% 48% 91 54 59%

TOTAL 1342 721 544 41% 54% 289 166 57%

De acordo com as tabelas 5 e 6, e os graficos 1 e 2, foi possivel verificar que
houve diferencas estatisticas nas taxas de embrides nos dias 7 e 10 do
desenvolvimento, em que as aspiracdes foram realizadas em dias em que as
temperaturas maximas eram baixas (< 33,3°C) ou altas (> 33,3°C).

Tabela 5 - Taxas de embrides em porcentagem (%) no dia 7 do desenvolvimento
(D7) em relagéo a temperatura maxima no dia da OPU.

Temperatura Numero de Numero de % embrides D7 Valor
maxima no dia da CCOs viaveis embrides no (emb. D7/ CCOs de P
OPU D7 viaveis)
Baixa (< 33,3°C) 4320 2081 48,17% <0.001
Alta (> 33,3°C) 2483 969 39,03%

Tabela 6 - Taxas de embrides em porcentagem (%) no dia 10 do desenvolvimento
(D10) em relagdo a temperatura maxima no dia da OPU.

Temperatura Numero de NUumero de % embrides D10 Valor
maxima no diada CCOs viaveis embriées no (emb. D10/ CCOs de P
OPU D10 viaveis)
Baixa (< 33,3°C) 4320 2400 55,56% <0.001

Alta (> 33,3°C) 2483 1091 43,94%
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Da mesma forma, também foram observadas diferencas significativas nas
taxas de prenhezes, nas quais as aspiracdes foram efetuadas em dias em que as
temperaturas maximas eram baixas (< 33,3°C) ou altas (> 33,3°C) (tabela 7 e

graficos 1 e 2).

Tabela 7 - Taxas de prenhezes (nUmero de gestacdes em relacdo ao numero de
inovulacoes) em relacdo a temperatura maxima no dia da OPU.

Temperatura Numero NUumero % Prenhezes Valor
maxima no dia da Embrides Prenhezes (prenhez / TE) de P
OPU inovulados - TE confirmadas
Baixa (< 33,3°C) 952 487 51,16% 0,01
Alta (> 33,3°C) 595 272 45,71%

Grafico 1 - Numeros de embrides nos dias 7 e 10 do desenvolvimento e de
prenhezes (gestacdes), em relacdo a temperatura maxima (baixa ou alta) no dia da
OPU
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Gréfico 2 - Taxas de embrifes nos dias 7 e 10 do desenvolvimento e de prenhezes
(gestacOes), em relacéo a temperatura maxima (baixa ou alta) no dia da OPU.

% EMBRIOES D7, % EMBRIOES D10
E % PRENHEZES

51,16

48,17
50,00 '
43,94 45,71

39,03
40,00

30,00
20,00

10,00

0,00
D7 % D10 % PRENHEZES %

m Baixa mAlta

5 DISCUSSAO

Animais que se encontram em estresse térmico sofrem consideraveis
alteracbes comportamentais e fisiolégicas na tentativa de manter a homeostase
corpérea (WOLFENSON & ROTH, 2018). Segundo FERREIRA et al. (2010), o
estresse térmico afeta diretamente o crescimento folicular e isso tem influéncia sobre
a qualidade do odcito. O estresse térmico contribuiu para alteracdo na secrecao dos
hormbnios na corrente sanguinea, aumentando a secrecdo de cortisol e a
diminuindo de estradiol (WOLFENSON & ROTH, 2018).

GARCIA et al. (2015) relatam que o aumento sérico do cortisol tem impactos
no consumo de alimento de ingestédo de agua, diminuindo a quantidade consumida e
ingerida, além disso, ha um aumento consideravel na sudorese e em consequéncia
disso perda de nutriente essenciais, levando a uma gueda na qualidade oocitaria e
consequentemente na capacidade desses odécito se desenvolverem até embrides.

Isso ficou evidenciado no grafico 2 e nas tabelas 5 e 6, onde a porcentagem de
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embrides em D7 e D10 mostraram diferengas significativas em dias que as OPUs
foram realizadas em temperaturas mais altas (> 33,3°C).

O estresse calorico é um fator prejudicial para desenvolvimento embrionario,
acarretando baixas taxas de sobrevivéncia de embrides bovinos (SILVA et al., 2013).
AMARAL et al (2019) descreveram que o numero de embribes procedentes de
o0citos que passaram por estresse térmico foi menor que agueles que nao sofreram
essa variacdo, deixando em evidéncia que 00citos que passaram por estresse
térmico tém uma menor capacidade de se desenvolverem até embrido,
corroborando com os resultados do grafico 2 e das tabelas 5 e 6.

Entretanto, CORDEIRO (2017) ndo observou em seu estudo no estado do
Acre durante os anos de 2014 a 2016, diferencas relevantes nas taxas de embrides
in vitro da raca Nelore nos meses mais quentes.

O estresse térmico prejudica diversos processos reprodutivos, incluindo
competéncia oocitéria, crescimento embrionario, secre¢cdo de gonadotrofina,
esteroidogénese do crescimento folicular ovariano, desenvolvimento do corpo lateo
e respostas endometriais uterinas (WOLFENSON & ROTH, 2019).

HANSEN et al (2019), em suas pesquisas, também tiveram resultados
semelhantes aos desse estudo, mostrando que em dias mais frios, a taxa de
prenhez foi maior que em dias mais quentes, principalmente quando se utilizava
embrides proveniente de PIVE, e quando esses embrides haviam passado por um
processo de vitrificacdo, esses resultados eram ainda mais expressivos.

Na tabela 7 e no grafico 2, foi observada a influéncia que a alta temperatura
tem sobre a taxa de prenhez (%), uma vez que em temperaturas mais altas, as
porcentagens foram expressivamente mais baixas. CORDEIRO et al (2019) também
obtiveram resultados de prenhezes mais baixos em periodos mais quentes do ano
no estado do Acre. ANDRADE (2019) também constatou que a taxa de concepc¢éao
dos embribes bovinos de leite inovulados nos periodos frios foi maior quando

comparada aos periodos quentes.
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6 CONCLUSAO

Foi observado que temperaturas diarias maximas altas (> 33,3°C)
influenciaram nos resultados, causando uma diminuicdo da produgéo de embrides in
vitro, 0 que consequentemente, afetou a porcentagem de prenhezes de bovinos da

raca Nelore.
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