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RESUMO

A condicéo fisica do animal tem uma significante influéncia na fisiologia reprodutiva, sendo
assim, pode-se afirmar que a nutricdo estd diretamente ligada a reproducdo. Uma forma de
avaliar a condicéo fisica de bovinos é através do método de escore de condigao corporal (ECC).
Sendo assim, objetivou-se demonstrar a interacdo entre os parametros ECC, qualidade de
ovocito, didmetro ovariano e folicular, quantidade de foliculos terciarios e integridade de
membrana de ovoécitos de qualidade grau I, em vacas sem raga definida. Foram utilizadas 50
vacas mesticas, classificadas de acordo com seu ECC (1-5), coletados seus respectivos ovarios,
que foram analisados quanto ao nimero de foliculos, e o diametro do ovariano e dos foliculos.
Na sequéncia, classificou-se o ovocito quanto a qualidade (quantificacdo de células do cumulus
oophorus; I-1V) e a viabilidade celular (integridade de membrana, por iodeto de propidio).
Obteve-se resultado néo significativo entres os escores corporais no desempenho reprodutivo,
contudo, animais com ECC 4 apresentaram maior didmetro folicular dominante, e ECC2
obtiveram maior quantidade de odcitos classificados com grau IV, considerando a necessidade
de novos estudos com animais que apresentem a mesma idade e mesma fase estral. Ao avaliar a
integridade membranar, 58% dos ovdcitos classificados como grau | possuiam lesdo de
membrana, concluindo que apenas a avaliacdo estereoscopica ndo é suficiente para garantir a
total viabilidade para utilizagcdo de biotécnicas reprodutivas.

Palavras-chave: bovinos; ECC; nutricdo; reproducao.



ABSTRACT

The physical condition of the animal has a significant influence on reproductive physiology, so
it can be said that nutrition is directly linked to reproduction. One way to assess the physical
condition of cattle is through the method of body condition score (ECC). Thus, the objective
was to demonstrate the interaction between ECC parameters, oocyte quality, ovarian and
follicular diameter, quantity of tertiary follicles and integrity of grade | quality oocyte
membrane, in mixed breed cows. Fifty crossbred cows were used, classified according to their
ECC (1-5), their respective ovaries were collected, which were analyzed for the number of
follicles, and the diameter of the ovarian and follicles. Then, the oocyte was classified according
to quality (quantification of cumulus oophorus cells; I-1V) and cell viability (membrane
integrity, by propidium iodide). Non-significant results were obtained between body scores in
reproductive performance, however, animals with ECC 4 had a greater dominant follicular
diameter, and ECC2 obtained a greater amount of oocytes classified as grade 1V, considering
the need for further studies with animals that present the same age and same estrous phase. When
assessing membrane integrity, 58% of oocytes classified as grade | had a membrane lesion,
concluding that stereoscopic evaluation alone is not enough to guarantee total viability for the
use of reproductive biotechniques.

Keywords: bovine; ECC; nutrition; reproduction.
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1 INTRODUCAO

E de suma importancia para o produtor o desempenho reprodutivo do seu rebanho, onde,
nos rebanhos de cria, a produtividade esta diretamente relacionada a eficiéncia reprodutiva das
fémeas, constituindo assim grande importancia o acompanhamento da anatomia e fisiologia dos
animais (BERTAN et al., 2006).

Nesse sentido, os ovarios possuem tanto funcdo exdcrina (liberacdo de o6citos), quanto
enddcrina (producdo dos hormdnios esteroides, estradiol e progesterona, e dos hormonios
proteicos, relaxina, inibina, ativina e folistatina). Com relagdo a biometria, apresentam em
bovinos muita variabilidade, possuindo geralmente formato de améndoas, peso ao redor de 15
a 20 gramas, 4 cm de comprimento e 2,5 cm de largura (PANSANI; BELTRAN, 2009). Os
oocitos liberados pelos ovarios sdo qualificados como bons de acordo com a sua capacidade de
desenvolver um embrido. Estudiosos vém tentando entender o sistema reprodutivo de fémeas
através da manipulacdo do desenvolvimento folicular, na esperanca de produzir mais oécitos
competentes para a fecundacdo (BLONDIN; SIRARD, 1995).

Devido a essa variacdo da funcdo ovariana, a condicdo fisica do animal tem uma
significante influéncia nessa fisiologia. Uma forma de avaliar as reservas corporais € utilizando
0 escore de condicdo corporal (ECC) que se baseia na inspecao (observacgéo visual) e palpacéo
de algumas regides do corpo do animal, para verificagdo do conteddo de massa muscular e
gordura subcutanea (MACHADO, et al. 2008). O acompanhamento das mudancgas no ECC e
no peso vivo de forma geral, fornece informacdes sobre o potencial reprodutivo das vacas
(DUNN; MOSS, 1992).

A influéncia do ECC no desempenho reprodutivo de vacas leiteiras em relacdo as
pari¢des existe, sendo necessario para se obter uma boa pari¢do, vacas parindo com ECC
variando de 3 a 3,5 (escala de 1 a 5) (BENEDETTI; SILVA, 1997). Sabe-se ainda, que vacas
holandesas com ECC proximo a 3,5 apresentam melhores condigdes de uma maior produgéo
leiteira, bem como de seus componentes (RENNO et al., 2006).

Relacionado a morfologia reprodutiva, o principal motivo dos avan¢os tecnolégicos na
inseminacao artificial € em grande parte devido a estudos relacionados ao diametro folicular.
Uma vez que a presencga de um foliculo de maior diametro no momento da inseminacgéo é um
indicador de melhor resposta ovariana e maior taxa de concepcédo de fémeas Bos taurus indicus
submetidas a programas de inseminacéo artificial em tempo fixo (GONCALVES et al., 2014).

A quantidade de embrides produzidos de ovécitos maturados in vitro ainda é inferior
quando comparados aos produzidos in vivo, e uma das causas esta relacionada a qualidade do



ovdcito. Segundo Caixeta e Dode (2010), apenas ovécitos competentes sdo capazes de sofrer a
fecundacdo, ter desenvolvimento embrionario normal e resultar em gestacdo. Em vista disso, 0
sucesso de um embrido depende de ovocitos competentes advindos de mecanismos de
aquisicoes eficientes.

Partindo dos pressupostos supracitados o propdsito do presente estudo € abordar a
relacdo do ECC com a qualidade de ovocito, quantidade de foliculos terciarios e tamanho de
didmetro folicular e ovariano, assim como, a viabilidade da membrana de ovocitos considerados
de boa qualidade, em vacas sem raca definida, para avaliar se existe influéncia do valor de ECC
no desempenho reprodutivo em vacas SRD e se 0s ovOcitos obtidos por aspiracdo folicular
encontra-se em viabilidade para utilizacdo em biotécnicas reprodutivas, podendo entdo auxiliar
no sucesso da escolha para ovécitos de boa qualidade para biotécnicas como FIV (Fertilizacdo

in vitro) e PIVE (Producdo in vitro de embrides).

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas do Ciclo Estral em Vacas

Diversos fatores podem interferir no ciclo estral das vacas. Dentre eles, podemos
destacar 0 manejo nutricional, manejo sanitéario, a genética e também questdes fisioldgicas e
fatores ambientais, como a eficiéncia na detecgéo de estro, idade e lactagdo, condigdo corporal,
problemas de parto e doencas metabolicas (SANTOS et al., 2010).

O sistema de cria¢do de gado no Brasil, principalmente a forma extensiva, é diretamente
influenciada pelo clima, resultando em indices reprodutivos inferiores. McManaus et al. (2002)
relatam que devido as condi¢des naturais, o rebanho brasileiro apresenta o que se chama de
tolerancia ao ambiente tropical, numa adaptacao durante a qual se perdeu qualidade produtiva.
Este aspecto pode ser comprovado ao se observar a baixa taxa de desfrute do rebanho brasileiro,
que se deve aos baixos indices produtivos e reprodutivos de nossa pecuaria.

Segundo Pansani; Beltran (2009), as fémeas bovinas possuem ovarios que tem funcéo
exocrina, liberando ovocitos, e enddcrina, na producao de horménios; ovidutos, na qual ocorre
a fecundacdo; utero, que tem funcgdo de abrigar o embrido e posteriormente o feto, fornecendo
protecdo e nutricdo adequada para seu desenvolvimento, além do transporte de espermatozoide
e participacdo na regulacdo da funcdo do corpo luteo; cérvix, que realiza a selecdo e o

reservatorio de espermatozoides viaveis, além de conferir protegdo para o ambiente uterino
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durante a gestacdo; vagina, que € o 6rgdo copulatério; vestibulo e vulva, que realiza o
fechamento da genitalia externa.

De acordo com Valle (1991), podemos dividir o ciclo das vacas em duas grandes fases,
a fase folicular e a fase luteinica. A fase folicular pode ser subdividida em proestro e estro, a
fase luteinica pode ser subdividida em metaestro e diestro.

O periodo de proestro, ou fase estrogénica (PANSANI; BELTRAN, 2009) tem duracéo
de dois a trés dias, e ocorre o declinio de progesterona, devido a luteélise e aumento dos niveis
de estradiol no sangue, devido o desenvolvimento folicular. Nessa fase, a liberacdo do GnRH
pelo hipotalamo estimula a secrecdo de FSH e LH da glandula pituitaria. Os elevados niveis de
FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos foliculos e, em sinergismo com o LH,
estimulam a sua maturacdo. A medida que o foliculo se desenvolve, aumenta a producio de
estradiol pelos foliculos, e ap6s uma determinada concentracdo, o estradiol estimula a
manifestacdo do cio e a liberagdo massiva do LH, dando inicio & segunda fase (VALLE, 1991).
No periodo de estro, que também constitui uma fase estrogénica (PANSANI; BELTRAN,
2009), a ocorréncia de elevados niveis de estradiol, além de induzirem a manifestacdo do cio,
sdo também responsaveis pela dilatacdo da cérvice, sintese e secrecdo do muco vaginal e o
transporte dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino. Durante o periodo de
manifestacdo do cio, a vaca ou novilha fica inquieta, monta e deixa-se montar por outras vacas,
reduz o apetite, diminui a producéo de leite e apresenta corrimento muco vaginal claro e viscoso.
A vulva e a vagina apresentam-se intumescidas e avermelhadas devido a elevada irrigacdo
sanguinea No entanto, o melhor sinal de manifestacdo do cio é quando se deixa montar por
outra vaca, touro ou rufido (VALLE, 1991).

No metaestro, fase progesterdnica (PANSANI; BELTRAN, 2009), a fémea ja ndo aceita
a monta, porém, é nesse periodo que ocorre a ovulagio nos bovinos (AZEVEDO, 2006). Essa
fase tem duracdo de dois a trés dias, tendo como caracteristica principal a ovulacdo, que é a
liberacdo do ovdcito pelo foliculo. Em bovinos, a ovulacéo ocorre geralmente de 12 a 16 horas
apos o término do cio. Apds a ruptura do foliculo, o évulo é transportado para o local de
fertilizacdo, que é a porcdo média do oviduto, e as células da parede interna do foliculo que
restaram no ovario se multiplicam dando origem a uma nova estrutura, denominada corpo liteo
ou corpo amarelo (VALLE, 1991). Apos o metaestro, a fémea entra em inatividade sexual ou
diestro, fase progesteronica (PANSANI; BELTRAN, 2009). Segundo Valle (1991), esse é o
periodo em que o corpo lateo passa a ser funcional, representado pela sintese e liberacdo de
elevados niveis de progesterona, além disso, € o de maior duracdo, aproximadamente 15 dias.

No final dessa fase, caso ndo haja gestacdo, o ovario comeca a sofrer influéncia hormonal,
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ocorrendo a regressdo do corpo lateo, e dando inicio a novo ciclo estral. Caso tenha ocorrido
fertilizagdo, a fémea torna-se gestante (EMBRAPA, 2006).

2.2 O Sistema de Escore de Condicéo Corporal

A criacdo de grandes ruminantes, de uma forma geral, seja ela intensiva ou extensiva,
acarretou a necessidade de uma avaliagéo das carcacas geradas pelos animais com intuito de
averiguar se 0 manejo encontra-se adequado. Sendo assim, resolveu-se esta problematica de
forma pratica e barata. Segundo Machado et al. (2008), o indice de escore de condicdo corporal
(ECC) nada mais € do que uma estimativa do estado nutricional dos animais por meio de

avaliacdo tatil e/ou visual em funcdo da cobertura muscular e da massa de gordura.

O ECC é o resultado do balango energético, ou seja, a diferenca entre 0 consumo e o
gasto de energia. Diversos fatores podem afetar o ECC, tais como, a intensidade e frequéncia
de trabalho, problemas parasitarios e dentarios, disponibilidade de 4gua e manejo nutricional
(RODRIGUES, 2009).

O peso corporal do animal é o melhor indicador do estado fisioldgico e de todos os
sistemas organicos, mostrando assim a grande importancia de uma boa avaliagcdo da condigédo
corporal. Essa avaliagdo € uma medida que se atribui valores numéricos de acordo com a
quantidade de gordura e muasculos em determinadas regiGes do corpo associadas a
protuberancias dsseas sendo elas: costelas, processos espinhosos da coluna vertebral, processos
transversos da coluna vertebral, vazio, ponta de ileo, base da cauda, sacro e vértebras lombares
(MACHADO et al., 2008).

As escalas numéricas sdo divididas em bovinos de corte e bovinos de leite; em bovino
de corte sdo utilizadas duas escalas, uma que vai de 1 a 5 (Quadro 1) e outra de 1 a 9 (Quadro
2).
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Quadro 1. Escores de condicao corporal em bovinos de corte (escala de 1 a 5) segundo

Machado et al. (2008)

Escore

Avaliacao

1 Caquético ou emaciado

Os processos transversos € 0S Processos
espinhosos estdo proeminentes e visiveis. Ha total
visibilidade das costelas, a cauda esta totalmente
inclusa dentro do coxal e os ileos e os isquios
mostram-se expostos. Ha& atrofia muscular
pronunciada e € como se houvesse a visdo direta
do esqueleto do animal (aparéncia de "pele e
0ss0").

2 Magro

Os 0ssos estdo bastante salientes, com certa
proeminéncia dos processos dorsais e dos ileos e
dos isquios. As costelas tém pouca cobertura, 0s
processos transversos permanecem Vvisiveis e a
cauda estd menos inclusa nos coxais (aparéncia
mais alta). A pele esta firmemente aderida no
corpo (pele esticada).

3 Médio ou ideal

H& suave cobertura muscular com grupos de
musculos a vista. Os processos dorsais estdo
pouco Visiveis; as costelas, quase cobertas; e 0s
processos transversos, pouco aparentes. Ainda
ndo ha camadas de gordura; a superficie do corpo
estd macia e a pele estd flexivel (pode ser
levantada com facilidade).

4 Gordo

H& boa cobertura muscular, com alguma
deposicdo de gordura na insercdo da cauda. As
costelas e 0s processos transversos estdo
completamente cobertos.

As regibes individuais do corpo ainda sdo bem
definidas, embora as partes angulares do
esqueleto parecam menos identificaveis.

5 Obeso

Todos os éangulos do corpo estdo cobertos,
incluindo as partes salientes do esqueleto, onde
aparecem camadas de gordura (base da cauda e
maga do peito). As partes individuais do corpo
ficam mais dificeis de ser distinguidas e o animal
tem aparéncia arredondada. Este estado s6 é
aceitavel para animais terminados, prontos para o
abate.
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Quadro 2. Escores de condicéo corporal em bovinos de corte (escala de 1 a 9) segundo

Spitzer et al. (1986).

Escore

Avaliacao

1 Debilitada

A vaca estd extremamente magra, sem nenhuma
gordura detectavel sobre o0s processos vertebrais
espinhosos e 0s processos transversos, e sobre 0s
0ss0s da bacia e as costelas. A insercdo da cauda
e as costelas estdo bastante proeminentes.

2 Pobre

A vaca ainda estd muito magra, mas a insercdo da
cauda e as costelas estdo menos projetadas.

Os processos espinhosos  continuam
proeminentes, mas nota-se alguma cobertura de
tecido sobre a coluna vertebral.

3 Magra

As costelas ainda estdo individualmente
perceptiveis, mas ndo tdo agudas ao toque. Existe
gordura palpavel sobre a espinha, sobre a insercéo
da cauda e alguma cobertura sobre 0s 0ssos da
bacia.

4 Limite

A individualizagdo das costelas € menos 6bvia.
Os processos espinhosos podem ser identificados
com o toque, mas percebe-se que estdo mais
arredondados. Existe um pouco de gordura sobre
as costelas, sobre 0s processos transversos e sobre
0s 0ssos da bacia.

5 Moderada

O animal possui boa aparéncia geral. A gordura
sobre as costelas parece esponjosa a palpacao e as
areas nos dois lados da insercdo da cauda
apresentam gordura palpavel.

6 Moderada boa

E preciso aplicar pressdo firme sobre a espinha
para sentir 0s processos espinhosos. Ha bastante
gordura palpavel sobre as costelas e ao redor da
insercéo da cauda.

7 Boa

A vaca tem aparéncia gorda e claramente carrega
grande quantidade de gordura. Sobre as costelas
sente-se uma cobertura esponjosa evidente e
também ao redor da insercdo da cauda. Comegam
a aparecer "cintos" e “bolas” de gordura. Nota-se
alguma gordura ao redor da vulva e na virilha.

8 Gorda

A vaca estd muito gorda. E quase impossivel
palpar os processos espinhosos. O animal possui
grandes depositos de gordura sobre as costelas, na
insercdo de cauda e abaixo da vulva. Os "cintos"
e as "bolas" de gordura sdo evidentes.
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9 Extremamente gorda

A vaca esta nitidamente obesa, com a aparéncia
de um bloco. Os "cintos" e as "bolas" de gordura
estdo projetados. A estrutura 6ssea ndo esta

muito aparente e ¢ dificil de senti-la. A
mobilidade do animal estd comprometida pelo
excesso de gordura.

Em bovinos de leite a escala variade 1 a5,

vacas muito gordas. (Quadro 3).

na qual 1 caracteriza vacas muito magras e 5 para

Quadro 3. Escores de condicéo corporal em bovinos de leite (escala de 1 a 5).

Escore

Avaliacao

1 Muito magra

Caracterizado por cavidade profunda na regido de
insercdo da cauda, costelas e 0ssos da pélvis
(bacia) pronunciados e facilmente palpaveis,
auséncia de tecido gorduroso na pélvis ou na area
do lombo e profunda depressdo na regido do
lombo.

2 Magra

Caracterizado por cavidade rasa ao redor da
insercdo da cauda, pélvis facilmente palpéavel,
extremidades das costelas mais posteriores
arredondadas e superficies sentidas com ligeira
pressdo, e depressdo visivel na area do lombo.

3 Intermediério

Caracterizado por auséncia de cavidade, mas
presenca de gordura na insercdo da cauda, pelvis
palpavel com ligeira pressdo, camada de tecido
sobre a parte superior das costelas, sentidas sob
pressao, e ligeira depressao no lombo.

4 Gorda

Caracterizado por pregas de gordura visiveis na
insercdo da cauda e pequenas porcdes de gordura
sobre 0s isquios, pélvis sentida somente com
pressdo firme, costelas mais posteriores nao
palpaveis e auséncia de depressdo no lombo.

5 Muito gorda

Caracterizado por insercdo da cauda imersa em
camada espessa de tecido adiposo, 0ssos pélvicos
ndo mais palpaveis, nem mesmo com pressao
firme, e costelas posteriores cobertas por espessa
camada de tecido gorduroso.

Deve-se ter cuidado na hora da avaliagdo com fatores como: a raga, més de gestagéo e

treinamento do observador. Importante frisar que o ECC é mais importante que o préprio peso

do animal, ja que indica o status nutricional e pode auxiliar nas tomadas de decisdo para
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melhoria da condi¢do nutricional individual ou do rebanho, como consequéncia auxiliando no
manejo reprodutivo (NOGUEIRA et al., 2015).

2.3 Relagéo do ECC e o Desenvolvimento Reprodutivo

O escore de condicdo corporal € um sistema que vem auxiliando nos estudos quando se
diz respeito a reproducdo. Pryce et al. (2001) relataram que deve-se antes determinar um ECC
para que se possa obter bons resultados e um maior controle de desempenho reprodutivo.

Segundo Benedetti; Silva (1997), uma vaca de producdo menor pode ser mais eficiente
do que uma de producdo maior, quando a de produgdo menor tem uma paricao regular e quando
a de producéo maior ndo tem um bom desempenho reprodutivo. Sendo assim, podemos concluir
que uma boa nutri¢do influenciara diretamente na reproducdo, e por isso deve-se obter bons
resultados quando se diz respeito ao balango energético tentando balancear ao maximo com

boas reservas corporais devido seu efeito direto no retorno da atividade reprodutiva.

De acordo com Sartori; Guadieiro (2010), diversos estudos sobre a associacdo da
nutricdo com a fertilidade vém mostrando alternativas para uma melhor suplementagéo a base
de gordura com efeito na funcdo reprodutiva de fémeas de corte e leite. Fuston (2004)
complementa que essa suplementacdo afeta positivamente a funcdo reprodutiva em varios
tecidos importantes da funcdo reprodutiva como hipotalamo, pituitaria, ovarios e Utero,

representando uma forma comum de aumentar a densidade energética da dieta.

Dentre os inumeros fatores envolvidos com a queda de fertilidade ou redugdo na
qualidade embrionaria em bovinos submetidos a alta ingestdo alimentar, hd dois que se
destacam: o primeiro € animais com elevado ECC e o segundo é a decorréncia da reducdo nas
concentragfes circulantes de horménios esteroides (SARTORI; GUADIEIRO, 2010). O
elevado ECC refere-se ao consumo de dietas ricas em energia que provoca reducdo da
sensibilidade a insulina, que se caracteriza pela diminuicao da entrada de glicose na célula, e a
reducdo dos hormonios esteroides, sdo principalmente a progesterona e o estradiol que alteram
na qualidade ovocitéaria, crescimento folicular e viabilidade embrionaria ( WESCHENFELDER,
2013).
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2.4 Relacéo do Balanco Energético Negativo na Atividade Ovariana

Dentro dos componentes determinantes do status nutricional no gado em pastejo é
importante avaliar a qualidade e quantidade dos compostos consumidos. No entanto, esta
avaliacdo torna-se, as vezes, complexa por incluir parametros como digestibilidade,
palatabilidade e contetido de nutrientes, entre outros, que podem variar em fungao das condi¢des
climéticas, que apresenta efeito direto sobre a vegetacéo e seus compostos (GONZALEZ et al.,
2000).

O manejo nutricional correto de gado de corte ainda é bastante questionado Segundo
Nogueira et al. (2015), o manejo nutricional esta diretamente ligado aos fatores reprodutivos,
desta forma, uma dieta adequada abrange diversos nutrientes como proteina, energia, vitaminas
e minerais, 0s mesmos podem interferir no desempenho reprodutivo pelo seu excesso ou
escassez.

O balango energético é determinado pela diferenca na ingestao de energia (determinada
pela ingestdo de alimento e densidade energética da dieta) e consumo de energia (necessarias
para manutencdo corporal, lactacdo, crescimento, gestacdo e atividade fisica) (FUCK et al.,
2000). A energia é o nutriente de maior exigéncia pelos bovinos adultos e, portanto, o
inadequado suprimento de energia tem um efeito negativo sobre a atividade reprodutiva da
fémea bovina. Vacas sob balanco energético negativo tém baixa glicose plasmatica, insulina e
IGF-1, frequéncias de pulso de LH reduzida, baixa progesterona plasmatica e atividades
ovarianas irregulares (FUCK et al., 2000).

Logo apo6s uma pari¢cdo, o animal demanda de processos metabolicos e enddcrinos que
resultam em disturbios reprodutivos, pois o animal exige do organismo, como prioridade, a
lactacdo para o neonato. Segundo Butler et al. (2003), no inicio da lactacdo, o animal passa por
um periodo extenso de balango energético negativo e durante esse periodo o consumo de energia

chega a ser inferior as exigéncias energéticas.

Uma dieta ndo balanceada acarreta uma restricdo energética e isso leva a perda de condigédo
corporal. De acordo com Vieira (2012), essa restricdo e perda associadas com aumento de
concentracGes de acidos graxos ndo estratificados, glicose e insulina podem resultar em

diminuicdes das concentracGes de P4 (progesterona), diminuindo o desempenho reprodutivo.

Os mecanismos pelos quais as mudancas do balanco energético afetam a funcéo
reprodutiva ndo sdo consequéncias diretas do suprimento inadequado de nutrientes, mas
ocorrem devido a acdo de sinais metabodlicos que regulam a funcdo hipofisaria e ovariana
(FUCK et al, 2000).
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Como o balango energético negativo compromete a atividade ovariana, interferindo
diretamente na qualidade do ovdcito e na competéncia do foliculo, vem sendo estudado como
alternativa, a implantacdo de uma dieta rica em gordura, que tem como objetivo principal elevar
a densidade de energia da dieta e melhorar os indices reprodutivos. Isto ocorre
independentemente do fornecimento de energia por si s6, pois tem efeito mesmo nao alterando
0 estado corporal dos animais por modificacbes nos parametros fisiologicos ligados a
reproducdo (NOGUEIRA et al., 2015).

Como exemplos de altos liberadores de energia, maiores que os carboidratos como
referéncia, podemos citar os 6leos de soja e algoddo. Segundo Nogueira et al. (2015), o lipideo
adicional aumenta a capacidade funcional do ovario, a vida Gtil do corpo luteo e a concentracao
de progesterona, além da concentracdo de colesterol, que é precursor da progesterona, e

promove maior crescimento folicular.

2.5 Uso do lodeto de Propidio para Avaliacao da Integridade de Membrana Celular

A membrana celular é a fronteira biol6gica que delimita o perimetro da célula, separando
0 meio intracelular do extracelular (MOREIRA, 2014). A sua integridade estrutural se deve as
propriedades dos lipideos constituintes, as proteinas, que sdo as principais responsaveis pela
ocorréncia da maioria dos processos dinamicos, e aos carboidratos, esses desempenham
importante papel nas interacdes entre células (STRYER et al., 2004).

Os lipideos das membranas celulares desempenham funcdes bioldgicas, como moléculas
alimentares, depositos de energia altamente concentrados, e promovem a sua integridade
estrutural (NELSON et al., 2009). As proteinas de membrana desempenham muitas funcdes,
dentre elas: transportam nutrientes, metabolitos ou ions através da bicamada lipidica; atuam
como receptores que detectam sinais quimicos no meio ambiente da célula e os transmitem ao
seu interior; e, ainda, catalisam reagdes especificas por meio de enzimas (STRYER et al., 2004).
Os carboidratos, localizados no lado extracelular por meio de ligagdes com as proteinas e
lipideos de membrana, formam glicoproteinas e glicolipideos, respectivamente, constituindo
uma cobertura glicidica denominada de glicocélice. Dessa forma, ajudam a proteger a superficie
celular contra lesGes mecanicas e quimicas, além de participarem da interacdo entre células
(ALBERTS et al., 1998).

A integridade membranar é de extrema importancia para sobrevivéncia celular, logo,
para certificacdo de que a mesma encontra-se integra, pode-se testar através de corantes.
Corantes fluorescentes sdo indicadores mais confiaveis da viabilidade celular do que os corantes

mais tradicionais, sabe-se que os corantes brometo de etidio e iodeto de propidio passam apenas
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pelas membranas das células mortas.(JONES & SENFT, 1985).0 iodeto de propidio cora DNA
e RNA dentro de células mortas ou com membranas danificadas reversivelmente, como o Pl s6
pode entrar nas células com membranas comprometidas ligamse ao DNA e RNA emitindo um
sinal fluorescente vermelho (ROSENBERG et al., 2019).

3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 50 fémeas bovinas sem raga definida do Matadouro Municipal da
cidade de Esperanca, as quais foram analisadas antes do abate para a classificacdo de escore de
condicéo corporal (ECC) utilizando a metodologia de Machado et al. (2008) que atribui uma
escala de 1 a5, sendo escore 1 para vacas muito magras e 5 para vacas muito gordas.

Fémeas com escore 1 e 5 ndo foram encontradas no matadouro devido a de escore 1
serem reprovadas para o abate e de ECC 5 serem encontrados apenas em machos castrados.

Apoés a classificacdo, as vacas foram encaminhadas para o abate, no qual os ovarios

foram imediatamente coletados diretamente da carcaca e logo identificados como direito e
esquerdo, e armazenados em garrafa térmica com solucédo salina NaCl 0,9% estéril e aquecida
a 37°C (AGOSTINHO,2009), sendo logo em seguida encaminhados para o Laboratério de
Reproducdo Animal da Universidade Federal da Paraiba, em tempo maximo de duas horas pos-
morte. Como foram obtidos de fémeas de matadouro, as mesmas possuiram fase do ciclo estral
aleatoria.
No laborat6rio os ovarios foram lavados com solucdo salina NaCl 0,9% estéril, aquecida a
37°C e mantidos em banho-maria de 35°C a 37°C (AGOSTINHO,2009). Os tamanhos dos
ovarios foram mensurados com paquimetro eletrénico digital, assim como, foram observados
os foliculos visiveis, que foram quantificados e mensurados. Posteriormente, os foliculos foram
aspirados com agulha 40x12 mm acoplada em seringa de 10 mL (FERREIRA, 2008), e os
odcitos obtidos foram transferidos para uma placa de Petri, com solugdo de NaCl a 0,9%.

Os ovdcitos foram observados com lupa estereomicroscopica para classificacdo da
qualidade de acordo com complexo cumulus-o6cito (COC), que varia do Grau | ao 1V, sendo
Grau 1: cumulus compacto, sem alteracbes microscopicas visiveis e com mais de trés camadas
de células do cumulus envolvendo totalmente a zona pellcida; Grau 2: constituido de até trés
camadas de células do cumulus envolvendo totalmente a zona pellcida; Grau 3: ovocitos
possuindo areas da zona pelucida totalmente desprovidas de células; e Grau 4: ovdcitos
desnudos, ou seja, desprovidos de células do cumulus (LEIBFRIED; FIRST, 1979).
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Os ovdcitos considerados grau | foram analisados por fluorescéncia para avaliagdo de
integridade de membrana. Para tanto foi utilizado o iodeto de propidio (IP), que cora DNA e
RNA dentro de celulas mortas ou com membranas danificadas reversivelmente. Como o Pl s6
pode entrar nas células com membranas comprometidas ligam-se a0 DNA e RNA emitindo um
sinal fluorescente vermelho (ROSENBERG et al., 2019).

Para tanto, foi adicionado 10 uL de iodeto de propidio? (100 ug/mL) e os od6citos
acrescidos a essa gota. A gota foi coberta com uma laminula com cola de silicone nos quatro
cantos para fixar o material a lamina. As laminas foram preparadas em ambiente escuro e a

leitura foi realizada em microscépio de fluorescénciac(PONCHIROLLI, 2006).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias em relacdo aos escores
de condi¢do corporal foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). Os resultados foram
expressos por média * desvio padrdo. As analises foram realizadas com auxilio do software
estatistico R® (CORE TEAM, 2018).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As fémeas com ECC 2 totalizaram 14 animais, com ECC 3 totalizaram 24 animais e
com ECC 4 12 fémeas. Animais com ECC 1 e 5 ndo foram visualizados, pois animais com
ECC1 séo descartados para o abate e apenas machos castrados foram classificados com ECC 5.
Tal auséncia de dados ndo resultou em prejuizos na pesquisa, pois segundo Pryce et al. (2001),
para um controle reprodutivo se deve antes determinar um ECC de boa qualidade e assim se
obtém bons resultados, por isso animais com ECC1 (caquéticos) e ECC 5 (obesos) ndo tem
participacdo significativa na reproducéo.

Diante dos resultados obtidos considera-se que na regido, a maioria dos animais abatidos
¢ pertencente ao grupo ECC3, chamado de médio ou ideal, que se caracteriza pela suave
cobertura muscular com grupos de musculos a vista, porém ainda sem camadas de gordura; a
superficie do corpo é macia e a pele esta flexivel podendo ser levantada com facilidade
(MACHADO, 2008).

Os resultados obtidos pela avaliagdo dos ovarios, ndo demonstrou significancia
estatistica, os valores obtidos foram proximos dentre dos diferentes ECC encontrados (Tabelas
le?2).
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Tabela 1. Indicadores de qualidade dos ovarios direito e esquerdo de vacas sem raca definida
em funcdo do escore de condicdo corporal (ECC), no abatedouro de Esperanca, Paraiba

Variaveis ECC2 ECC3 ECca | Media
geralxDP
Ovario direito
Didmetro do ovario (cm) 294a 293a 320a 2,99+0,68
Numero de foliculos 6,64a 7,75a 742a 7,36%6,33
Numero de foliculos com diametro <0,5 cm 6,50a 7,08a 6,50a 6,78+6,55
Numero de foliculos com diametro >0,5e<lcm 0,14a 0,54a 0,92a 0,52+0,91
Numero de foliculos com diametro > 1 cm 0,00a 0,13a 0,00a 0,06+0,24
Diametro do foliculo dominante (cm) 041b 043b 066a 0,48+0,25
Ovaério esquerdo
Diametro do ovario (cm) 2,39a 264a 285a 2,62+0,51
Numero de foliculos 6,36a 6,79a 6,50a 6,60+2,88
Numero de foliculos com diametro <0,5 cm 571a 5,83a 6,17a 5,88+3,07
Numero de foliculos com diametro >0,5e<lcm 050a 0,83a 0,33a 0,62+0,75
Numero de foliculos com didmetro > 1 cm 0,14a 0,13a 0,00a 0,10+0,30
Diametro do foliculo dominante (cm) 0,53a 0,60a 0,40 a 0,53+0,25

Valores sdo médias aritméticas. DP = desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo
diferem entre si de acordo com o teste de Tukey em até 5% de probabilidade.

Tabela 2. Classificacdo dos ovocitos de acordo com complexo cumulus-oécito, dos ovarios
direito e esquerdo de vacas sem raca definida, em funcéo do escore de condicao corporal
(ECC) no abatedouro de Esperanga, Paraiba

Classes ECC2 ECC3 ECC4 Média geral+DP

Ovério direito Grau

I 1,07 a 3,79a 342a 2,94+3,65
Grau Il 143 a 3,04a 2,08 a 2,36+2,17
Grau I 1,43 a 0,75a 1,25a 1,06+1,54
Grau IV 121a 0,25b 0,67 ab 0,62+0,92
Ovario esquerdo
Grau | 1,29b 3,46 a 2,75 ab 2,68+2,37
Grau Il 0,93a 2,00 a 1,25a 1,52+1,49
Grau 11 1,00a 0,88 a 1,25a 1,00£1,29
Grau IV 1,71a 0,38b 0,75 ab 0,84+1,43

Valores sdo médias aritméticas do numero de ovdcitos. DP = desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra, na
linha, ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey em até 5% de probabilidade. Grau I: cumulus compacto,
sem alteracBes microscopicas visiveis e com mais de trés camadas de células do cumulus envolvendo totalmente
a zona peldcida; Grau Il: constituido de até trés camadas de células do cumulus envolvendo totalmente a zona
pelicida; Grau Ill: ovécitos possuindo areas da zona pelicida totalmente desprovida de células; e Grau IV:
ovdcitos desnudos, ou seja, desprovidos de células do cumulus.

Animais com ECC 4 apresentaram maior diametro folicular dominante, sendo esses

mais indicados como escolha para concepcdo. Segundo JANINI (2020), a alta concentracéo de
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estradiol na fase pré-ovulatoria devido ao maior didmetro folicular favorece a concepcao, ou
seja, quanto maior o diametro do foliculo ovulatério, maior sera o tamanho do corpo luteo e,
consequentemente, maior seré a taxa de concepcdo. O ECC2 apresentou, em ovario esquerdo e
direito, maior nimero de ovdcitos grau 1V, ou seja, ovocitos desnudos, desprovidos de células
do cumulus (LEIBFRIED & FIRST, 1979), quando comparados com ECC3; o ECC4 obteve
quantidade equivalente ao ECC2 e 3. Nas biotécnicas, 0s ovdcitos classificados com grau de
qualidade 11 e IV sdo destinados para atividades didaticas (MULLER et al., 2015), pois sao
considerados como ndo viaveis (DEUS et al., 2017). Ao observar os resultados, é possivel
conferir as afirmacfes de Marques (2018), ou seja, a nutricdo da fémea pode ndo s6 afetar o
sincronismo do ciclo estral como também a qualidade de ovdcito ovulado e a salde uterina, e
por isso, animais com escore corporal inferior apresentaram maior quantidade de ovocitos ndo
viaveis.

Obteve-se resultado satisfatorio em relacdo a obtencdo dos ovarios, transporte e
manipulacdo dos mesmos. Segundo Melo Junior (2017), durante o transporte, o suprimento
sanguineo dos ovarios é cortado e assim 0s ovacitos inclusos nos foliculos poderiam entrar em
condicdo isquémica alterando a morfologia do mesmo. No presente estudo, a metodologia do
transporte e armazenamento foi satisfatoéria mantendo-os com o mesmo aspecto morfolégico de
sua obtencdo da carcaca.

Né&o houve alteracdo significativa no didmetro ovariano dentre os escores corporais, iSso
se justifica por terem sido obtidos de animais de abatedouro e apresentarem fase estral néo
identificada, interferindo no didmetro do mesmo e logo ndo sendo um resultado fidedigno.
Segundo McEntee (1990), o tamanho dos ovarios sofre influéncia, também, do periodo do ciclo
estral, estagio de prenhez, idade e condi¢Bes gerais do animal. Desta forma, reforca-se a
necessidade de novos estudos com animais de mesma fase estral, apresentando apenas ECC
variados, e assim confirmar se ocorre variacdo em diametro ovariano.

Quanto a integridade de membrana dos ovocitos, foram selecionados 100 ovdcitos
classificados como de grau I, pois apenas oocitos grau | e 11 sdo de interesse para a producéo in
vitro (MULLER et al., 2015). Deus et al. (2017) também classificam a qualidade do ovdcito de
acordo com a morfologia, e consideram grau | e 11 como viaveis. Mediante a coloracdo com
lodeto de Propidio (PI), 42% dos ovocitos apresentaram membrana integra, ndo apresentando,
dessa forma, fluorescéncia nuclear, e 58% apresentaram fluorescéncia nuclear com coloracédo

vermelho brilhante, indicativo de lesdo de membrana (Figura 1).
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Figura 1- Fotomicrografias de odcitos de vacas sem raga definida do abatedouro Municipal de Esperanca
corados com lodeto de propidio para avaliacdo de integridade de membrana. Imagem A: Nucleo com
fluorescéncia vermelho brilhante apresentando lesdéo em membrana, em sua volta células do cumulus
oophorus (seta). Imagem B: Nucleo ndo corado com iodeto de propidio (ndo fluorescente)
permanecendo azul, em sua volta células do cumulus oophorus (seta).

A utilizacdo de ovocitos tem grande valia para biotécnicas reprodutivas, que aumentam
a capacidade de reproducdo animal. A crescente necessidade de incremento produtivo na
pecuaria leva ao desenvolvimento de varias biotécnicas, principalmente em relacdo a espécie
bovina, que tem um baixo nimero de descendentes e um periodo longo de gestacdo. Um
exemplo é a PIVE (producéo in vitro de embrides), que é precedida pela obtencédo dos ovocitos,
seguida por um processo formado por trés etapas: a maturacdo in vitro de ovdcitos, a fertilizacdo
in vitro e o cultivo in vitro de embrides (SILVA, 2018).

Para que ocorra essas trés etapas € de extrema importancia a qualidade desses ovocitos
obtidos, partindo desse mesmo principio, ovécitos apds classificados sdo diretamente
encaminhados para maturacéo. Dentro do processo da PIVE, a MIV compreende uma das etapas
mais criticas, ja que é nessa fase que o ovécito adquire capacidade para ser fecundado e entdo
sustentar os estagios subsequentes de desenvolvimento. Desta forma, condi¢des ideais
empregadas nesta etapa determinardo o sucesso na etapa de FIV e o subsequente
desenvolvimento embrionario (SOMFAI et al., 2011).

Sendo assim, esses ovocitos sdo classificados apenas pelas células do cumulus oophorus,
no presente estudo pode-se observar que ovocitos classificados como grau | apresentaram sob
a coloracdo com PI lesdes em sua membrana, as quais coloriram seu nucleo com vermelho
brilhante em quantidade superior a 50%, logo se demonstra que apenas a avaliacdo pela lupa
estereoscopica pode ndo ser o suficiente, e o insucesso da fertilizacdo pode estar relacionado ao

fato de os ovocitos ndo estarem capacitados suficientemente.
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CONCLUSAO

O escore de condicdo corporal em vacas sem raca definida - ndo foi suficiente como
parametro de escolha para diferenciacdo de alteragdes significativas ovarianas, foliculares e
oocitérias. Pode-se concluir ainda que apenas a avaliacdo estereoscOpica, também nédo é

suficiente para classificar a qualidade de ovocitos obtidos por aspiragéo folicular.
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Relac&o do escore de condigdo corporal com fatores reprodutivos em vacas sem raca
definida do brejo paraibano
Relationship between body condition score and reproductive factors in mongrel cows
from the Paraiba swamp
Jayne Kelly Santos®”, Ricardo Romé&o Guerra?

ABSTRACT
The physical condition of the animal has a significant influence on reproductive physiology, so
it can be said that nutrition is directly linked to reproduction. One way to assess the physical
condition of cattle is through the method of body condition score (ECC). Thus, the objective
was to demonstrate the interaction between ECC parameters, oocyte quality, ovarian and
follicular diameter, quantity of tertiary follicles and integrity of grade | quality oocyte
membrane, in mixed breed cows. Fifty crossbred cows were used, classified according to their
ECC (1-5), their respective ovaries were collected, which were analyzed for the number of
follicles, and the diameter of the ovarian and follicles. Then, the oocyte was classified according
to quality (quantification of cumulus oophorus cells; I-1V) and cell viability (membrane
integrity, by propidium iodide). Non-significant results were obtained between body scores in
reproductive performance, however, animals with ECC 4 had a greater dominant follicular
diameter, and ECC2 obtained a greater amount of oocytes classified as grade 1V, considering
the need for further studies with animals that present the same age and same estrous phase.
When assessing membrane integrity, 58% of oocytes classified as grade |1 had a membrane
lesion, concluding that stereoscopic evaluation alone is not enough to guarantee total viability
for the use of reproductive biotechniques.

KEYWORDS: bovine, ECC, nutrition, reproduction.
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RESUMO

A condicao fisica do animal tem uma significante influéncia na fisiologia reprodutiva, sendo
assim, pode-se afirmar que a nutricdo esta diretamente ligada a reproducdo. Uma forma de
avaliar a condig&o fisica de bovinos é através do método de escore de condicdo corporal (ECC).
Sendo assim, objetivou-se demonstrar a interagcdo entre os parametros ECC, qualidade de
ovdcito, didmetro ovariano e folicular, quantidade de foliculos terciarios e integridade de
membrana de ovdcitos de qualidade grau I, em vacas sem raca definida. Foram utilizadas 50
vacas mesticas, classificadas de acordo com seu ECC (1-5), coletados seus respectivos ovarios,
que foram analisados quanto ao numero de foliculos, e o diametro do ovariano e dos foliculos.
Na sequéncia, classificou-se o ovocito quanto a qualidade (quantificacdo de células do cumulus
oophorus; I-1V) e a viabilidade celular (integridade de membrana, por iodeto de propidio).
Obteve-se resultado ndo significativo entres 0s escores corporais no desempenho reprodutivo,
contudo, animais com ECC 4 apresentaram maior diametro folicular dominante, e ECC2
obtiveram maior quantidade de odcitos classificados com grau IV, considerando a necessidade
de novos estudos com animais que apresentem a mesma idade e mesma fase estral. Ao avaliar
a integridade membranar, 58% dos ovocitos classificados como grau | possuiam lesdo de
membrana, concluindo que apenas a avaliacdo estereoscopica ndo é suficiente para garantir a
total viabilidade para utilizacdo de biotécnicas reprodutivas.

PALAVRAS-CHAVES: bovinos, ECC, nutri¢do, reprodugéo.

INTRODUCAO

E de suma importancia para o produtor o desempenho reprodutivo do seu rebanho, onde,
nos rebanhos de cria, a produtividade esta diretamente relacionada a eficiéncia reprodutiva das
fémeas, constituindo assim grande importancia o acompanhamento da anatomia e fisiologia dos

animais (BERTAN et al., 2006).
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Nesse sentido, os ovarios possuem tanto funcdo exdcrina (liberacdo de o6citos), quanto
endocrina (producdo dos hormoénios esteroides, estradiol e progesterona, e dos horménios
proteicos, relaxina, inibina, ativina e folistatina). Com relacdo a biometria, apresentam em
bovinos muita variabilidade, possuindo geralmente formato de améndoas, peso ao redor de 15
a 20 gramas, 4 cm de comprimento e 2,5 cm de largura (PANSANI; BELTRAN, 2009). Os
odcitos liberados pelos ovarios sdo qualificados como bons de acordo com a sua capacidade de
desenvolver um embrido. Estudiosos vém tentando entender o sistema reprodutivo de fémeas
através da manipulacdo do desenvolvimento folicular, na esperanca de produzir mais o6citos
competentes para a fecundacdo (BLONDIN; SIRARD, 1995).

Devido a essa variacdo da funcdo ovariana, a condicdo fisica do animal tem uma
significante influéncia nessa fisiologia. Uma forma de avaliar as reservas corporais € utilizando
0 escore de condicdo corporal (ECC) que se baseia na inspecéo (observacao visual) e palpacédo
de algumas regides do corpo do animal, para verificacdo do conteido de massa muscular e
gordura subcutanea (MACHADO, et al. 2008). O acompanhamento das mudancas no ECC e
no peso vivo de forma geral, fornece informacbes sobre o potencial reprodutivo das vacas
(DUNN; MOSS, 1992).

A influéncia do ECC no desempenho reprodutivo de vacas leiteiras em relacdo as
parigdes existe, sendo necessario para se obter uma boa pari¢do, vacas parindo com ECC
variando de 3 a 3,5 (escala de 1 a 5) (BENEDETTI; SILVA, 1997). Sabe-se ainda, que vacas
holandesas com ECC proximo a 3,5 apresentam melhores condi¢es de uma maior producédo
leiteira, bem como de seus componentes (RENNO et al., 2006).

Relacionado a morfologia reprodutiva, o principal motivo dos avangos tecnolégicos na

inseminacao artificial € em grande parte devido a estudos relacionados ao diametro folicular.
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Uma vez que a presenca de um foliculo de maior didmetro no momento da inseminacéo € um
indicador de melhor resposta ovariana e maior taxa de concepc¢édo de fémeas Bos taurus indicus
submetidas a programas de inseminacéo artificial em tempo fixo (GONCALVES et

al., 2014).

A quantidade de embriBes produzidos de ovOcitos maturados in vitro ainda é inferior
quando comparados aos produzidos in vivo, e uma das causas esta relacionada a qualidade do
ovdcito. Segundo CAIXETA & DODE (2010), apenas ovocitos competentes sao capazes de
sofrer a fecundacdo, ter desenvolvimento embrionario normal e resultar em gestacdo. Em vista
disso, 0 sucesso de um embrido depende de ovocitos competentes advindos de mecanismos de
aquisicdes eficientes.

Partindo dos pressupostos supracitados o proposito do presente estudo é abordar a relacdo do
ECC com a qualidade de ovécito, quantidade de foliculos terciarios e tamanho de diametro
folicular e ovariano, assim como, a viabilidade da membrana de ovocitos considerados de boa
qualidade, em vacas sem raca definida, para avaliar se existe influéncia do valor de ECC no
desempenho reprodutivo em vacas SRD e se os ovdcitos obtidos por aspiracdo folicular
encontra-se em viabilidade para utilizacdo em biotécnicas reprodutivas, podendo entdo auxiliar
no sucesso da escolha para ovdcitos de boa qualidade para biotécnicas como FIV

(Fertilizacdo in vitro) e PIVE (Producdo in vitro de embrides).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 50 fémeas bovinas sem raca definida do Matadouro Municipal da
cidade de Esperanca, as quais foram analisadas antes do abate para a classificacéo de escore de
condigéo corporal (ECC) utilizando a metodologia de MACHADO et al. (2008) que atribui uma
escala de 1 a5, sendo escore 1 para vacas muito magras e 5 para vacas muito gordas.

Fémeas com escore 1 e 5 ndo foram encontradas no matadouro devido a de escore 1

serem reprovadas para o abate e de ECC 5 serem encontrados apenas em machos castrados.
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Apos a classificagdo, as vacas foram encaminhadas para o abate, no qual 0s ovarios
foram imediatamente coletados diretamente da carcaca e logo identificados como direito e
esquerdo, e armazenados em garrafa térmica com solucédo salina NaCl 0,9% estéril e aquecida
a 37°C (AGOSTINHO,2009), sendo logo em seguida encaminhados para o Laboratério de
Reproducdo Animal da Universidade Federal da Paraiba, em tempo maximo de duas horas pds-
morte. Como foram obtidos de fémeas de matadouro, as mesmas possuiram fase do ciclo
estral aleatoria.

No laborat6rio os ovarios foram lavados com solucdo salina NaCl 0,9% estéril, aquecida a
37°C e mantidos em banho-maria de 35°C a 37°C (AGOSTINHO,2009). Os tamanhos dos
ovarios foram mensurados com paquimetro eletrénico digital, assim como, foram observados
os foliculos visiveis, que foram guantificados e mensurados.

Posteriormente, os foliculos foram aspirados com agulha 40x12 mm acoplada em seringa de 10
mL (FERREIRA, 2008), e 0s odcitos obtidos foram transferidos para uma placa de Petri, com
solugédo de NaCl a 0,9%.

Os ovocitos foram observados com lupa estereomicroscépica para classificacdo da
qualidade de acordo com complexo cumulus-o6cito (COC), que varia do Grau | ao IV, sendo
Grau 1: cumulus compacto, sem alteracbes microscopicas visiveis e com mais de trés camadas
de células do cumulus envolvendo totalmente a zona pellcida; Grau 2: constituido de até trés
camadas de células do cumulus envolvendo totalmente a zona pelicida; Grau 3: ovocitos
possuindo &reas da zona pellcida totalmente desprovidas de células; e Grau 4: ovécitos
desnudos, ou seja, desprovidos de células do cumulus (LEIBFRIED; FIRST, 1979).

Os ovdcitos considerados grau | foram analisados por fluorescéncia para avaliagédo de

integridade de membrana. Para tanto foi utilizado o iodeto de propidio (IP), que cora DNA e
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RNA dentro de células mortas ou com membranas danificadas reversivelmente. Como o Pl s6
pode entrar nas células com membranas comprometidas ligam-se ao DNA e RNA emitindo um
sinal fluorescente vermelho (ROSENBERG et al., 2019).

Para tanto, foi adicionado 10 pL de iodeto de propidio? (100 ug/mL) e os odcitos
acrescidos a essa gota. A gota foi coberta com uma laminula com cola de silicone nos quatro
cantos para fixar o material a lamina. As laminas foram preparadas em ambiente escuro e a

leitura foi realizada em microscdpio de fluorescéncias(PONCHIROLLI, 2006).

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias em relacdo aos escores
de condicao corporal foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). Os resultados foram
expressos por média * desvio padrdo. As analises foram realizadas com auxilio do software

estatistico R® (CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fémeas com ECC 2 totalizaram 14 animais, com ECC 3 totalizaram 24 animais e
com ECC 4 12 fémeas. Animais com ECC 1 e 5 ndo foram visualizados, pois animais com
ECC1 sédo descartados para o abate e apenas machos castrados foram classificados com ECC
5. Tal auséncia de dados nédo resultou em prejuizos na pesquisa, pois segundo PRYCE et al
(2001), para um controle reprodutivo se deve antes determinar um ECC de boa qualidade e
assim se obtém bons resultados, por isso animais com ECCL1 (caquéticos) e ECC 5 (obesos) nao
tem participagéo significativa na reproducao.

Diante dos resultados obtidos considera-se que na regido, a maioria dos animais abatidos
é pertencente ao grupo ECC3, chamado de médio ou ideal, que se caracteriza pela suave

cobertura muscular com grupos de musculos a vista, porém ainda sem camadas de gordura; a
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superficie do corpo é macia e a pele estd flexivel podendo ser levantada com facilidade
(MACHADO, 2008).

Os resultados obtidos pela avaliagdo dos ovarios, ndo demonstrou significancia
estatistica, os valores obtidos foram proximos dentre dos diferentes ECC encontrados (Tabelas
le?2).

Animais com ECC 4 apresentaram maior diametro folicular dominante, sendo esses
mais indicados como escolha para concepgdo. Segundo JANINI (2020) a alta concentragéo de
estradiol na fase pré-ovulatoria devido ao maior didmetro folicular favorece a concepcao, ou
seja, quanto maior o diametro do foliculo ovulatério, maior sera o tamanho do corpo lteo e,
consequentemente, maior sera a taxa de concep¢do. O ECC2 apresentou, em ovario esquerdo e
direito, maior numero de ovdcitos grau IV, ou seja, ovicitos desnudos, desprovidos de células
do cumulus (LEIBFRIED & FIRST, 1979), quando comparados com ECC3; o ECC4 obteve
quantidade equivalente ao ECC2 e 3. Nas biotécnicas, 0s ovdcitos classificados com grau de
qualidade 111 e IV sdo destinados para atividades didaticas (MULLER et al 2015), pois sdo
considerados como ndo viaveis (DEUS et al 2017). Corroborando MARQUES (2018) que
afirma que a nutrigdo da fémea pode néo sé afetar a o sincronismo do ciclo estral como também
a qualidade de ovécito ovulado e a saude uterina, e por isso animais com escore corporal inferior
apresentaram maior quantidade de ovécitos nao viaveis.

Obteve-se resultado satisfatorio em relagdo a obtencdo dos ovarios, transporte e
manipulacdo dos mesmos. Segundo JUNIOR (2017), durante o transporte, o suprimento
sanguineo dos ovarios é cortado e assim 0s ovacitos inclusos nos foliculos poderiam entrar em
condicgéo isquémica alterando a morfologia do mesmo. No presente estudo a metodologia do
transporte e armazenamento foi satisfatéria mantendo-os com o mesmo aspecto morfolégico de

sua obtencdo da carcaca.
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Né&o houve alteracdo significativa no diametro ovariano dentre os escores corporais, iSso
se justifica por terem sido obtidos de animais de abatedouro e apresentarem fase estral nao
identificada, interferindo no didmetro do mesmo e logo ndo sendo um resultado fidedigno.
Segundo MCENTEE (1990), o tamanho dos ovarios sofre influéncia, também, do periodo do
ciclo estral, estdgio de prenhez, idade e condigdes gerais do animal. Havendo entdo a
necessidade de novos estudos com animais de mesma fase estral, apresentando apenas ECC
variados, e assim confirmar se ocorre variagdo em didmetro ovariano.

Quanto a integridade de membrana dos ovdcitos, foram selecionados 100 ovoécitos
classificados como de grau I, pois apenas oocitos grau | e 11 sdo de interesse para a producéo in
vitro (MULLER et al., 2015) . DEUS et al (2017) também classificam a qualidade do ovécito
de acordo com a morfologia, e considera grau | e Il como viaveis. Mediante a colora¢do com
lodeto de Propidio (PI), 42% apresentaram membrana integra ndo apresentando, dessa forma,
fluorescéncia nuclear, e 58% apresentaram fluorescéncia nuclear com colora¢do vermelho
brilhante, indicativo de lesdo de membrana (Figura 1).

A utilizacdo de ovocitos tem grande valia para biotécnicas reprodutivas, que aumentam
a capacidade de reproducdo animal. A crescente necessidade de incremento produtivo na
pecudria leva ao desenvolvimento de varias biotécnicas, principalmente em relacdo a espécie
bovina, que tem um baixo nimero de descendentes e um periodo longo de gestacdo. Um
exemplo € a PIVE (producdo in vitro de embrides) que é precedida pela obtencdo dos ovacitos,
seguida por um processo formado por trés etapas: a maturacéo in vitro de ovdcitos, a fertilizacdo
in vitro e o cultivo in vitro de embrides (SILVA, 2018).

Para que ocorra essas trés etapas € de extrema importancia a qualidade desses ovacitos
obtidos, partindo desse mesmo principio, ovdcitos apods classificados sdo diretamente
encaminhados para maturacdo. Dentro do processo da PIVE, a MIV compreende uma das etapas

mais criticas, ja que é nessa fase que o ovécito adquire capacidade para ser fecundado e entdo
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sustentar os estdgios subsequentes de desenvolvimento. Desta forma, condicGes ideais
empregadas nesta etapa irdo determinar o sucesso na etapa de FIV e o0 subsequente
desenvolvimento embrionario (SOMFAI et al., 2011).

Sendo assim, esses ovocitos sdo classificados apenas pelas células do cumulus oophorus,
no presente estudo pode-se observar que ovocitos classificados como grau | apresentaram sob
a coloragdo com PI lesBes em sua membrana, as quais coloriram seu nucleo com vermelho
brilhante em quantidade superior a 50%, logo se demonstra que apenas a avaliacdo pela lupa
estereoscopica pode ndo ser o suficiente, e o insucesso da fertilizacdo pode estar relacionado ao

fato de os ovocitos ndo estarem capacitados suficientemente.

CONCLUSAO

O escore de condi¢do corporal em vacas sem raca definida na regido de Esperanca-PB
néo foi suficiente como pardmetro de escolha para diferenciacdo de alteracdes significativas
ovarianas, foliculares e oocitarias. Pode-se concluir ainda que apenas a avaliacdo
estereoscopica, também néo é suficiente para classificar a qualidade de ovocitos obtidos por

aspiracdo folicular.
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Tabela 1. Indicadores de qualidade dos ovarios direito e esquerdo de vacas sem raca definida
em funcdo do escore de condi¢édo corporal (ECC), no abatedouro de Esperanca, Paraiba.

Variaveis ECC2 ECC3 ECca Media
geral£DP
Ovario direito
Didmetro do ovério (cm) 294a 293a 3,20a 2,99+0,68
Numero de foliculos 6,64a 7,75a 742a 7,36%6,33
Numero de foliculos com didmetro <0,5 cm 6,50a 7,08a 6,50a 6,78+6,55
Numero de foliculos com didmetro >0,5e<lcm 0,14a 0,54a 0,92a 0,52+0,91
Numero de foliculos com didmetro > 1 cm 0,00a 0,13a 0,00a 0,06+0,24
Diametro do foliculo dominante (cm) 041b 043b 066a 0,48+0,25
Ovaério esquerdo
Diametro do ovario (cm) 2,39a 264a 285a 2,62+0,51
Numero de foliculos 6,36a 6,79a 6,50a 6,60+2,88
Numero de foliculos com diametro <0,5 cm 5,71a 5,83a 6,17a 5,88+3,07
Numero de foliculos com didmetro >0,5e<lcm 0,50a 0,83a 0,33a 0,62+0,75
Numero de foliculos com didmetro > 1 cm 0,14a 0,13a 0,00a 0,10+0,30
Diametro do foliculo dominante (cm) 0,53a 0,60a0,40a 0,53+0,25

Valores sdo médias aritméticas. DP = desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo
diferem entre si de acordo com o teste de Tukey em até 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Classificacdo dos ovocitos de acordo com complexo cumulus-oécito, dos ovarios
direito e esquerdo de vacas sem raga definida, em fungéo do escore de condicao corporal (ECC)
no abatedouro de Esperanca, Paraiba.

Classes ECC2 ECC3 ECC4 Média geral£DP

Ovario direito Grau

I 1,07 a 3,79a 342a 2,94+3,65
Grau Il 1,43 a 3,04 a 2,08 a 2,36+£2,17
Grau Il 1,43 a 0,75a 1,25a 1,06+1,54
Grau IV 121a 0,25b 0,67 ab 0,62+0,92
Ovaério esquerdo Grau
I 1,29b 3,46 a 2,75 ab 2,68+2,37
Grau Il 0,93 a 2,00 a 1,25a 1,52+1,49
Grau Il 1,00 a 0,88 a 1,25a 1,00+1,29
Grau IV 1,71a 0,38Db 0,75 ab 0,84+1,43

Valores sdo médias aritméticas do nimero de ovocitos. DP = desvio padrdo. Médias seguidas de
mesma letra, na linha, ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey em até 5% de probabilidade.
Grau I: cumulus compacto, sem alteragdes microscopicas visiveis e com mais de trés camadas de células
do cumulus envolvendo totalmente a zona peltcida; Grau Il: constituido de até trés camadas de células
do cumulus envolvendo totalmente a zona pellcida; Grau I11: ovécitos possuindo areas da zona pellcida
totalmente desprovida de células; e Grau 1V: ovécitos desnudos, ou seja, desprovidos de células do
cumulus.
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Figura 1- Fotomicrografias de odcitos de vacas sem raga definida do abatedouro Municipal de Esperanca
corados com lodeto de propidio para avaliacdo de integridade de membrana. Imagem A: Ndcleo com
fluorescéncia vermelho brilhante apresentando lesdo em membrana, em sua volta células do cimulus
oophorus (seta). Imagem B: Ndcleo ndo corado com iodeto de propidio (ndo fluorescente)
permanecendo azul, em sua volta células do cimulus oophorus (seta).



