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RESUMO

EFEITO DA ESTIMULACAO OVARIANA NA QUANTIDADE E QUALIDADE DE
OVOCITOS OBTIDOS POR ASPIRACAO FOLICULAR TRANSVAGINAL EM
NOVILHAS NELORE

Tiago Omar Diesel', Margot Alves Nunes Dode?
1 Médico Veterinario, Brasilia-DF, Brasil,. 2Médica Veterinaria, PhD Brasilia-DF, Brasil.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da estimulacdo ovariana na quantidade e qualidade
de ovocitos obtidos por aspiracdo folicular transvaginal (OPU) em novilhas Nelore. Foram
utilizadas 27 novilhas ciclicas da raca Nelore, sendo que todos 0s animais passaram pelos trés
tratamentos em delineamento “cross-over”. Os animais foram sincronizados e no D6 apos a
manifestacdo do cio foi realizada a ablacdo dos foliculos > 5mm de didmetro, com colocagdo
de implante intravaginal de progesterona e aplicacdo de prostaglandina F,,,. Nos animais do
grupo controle (Tc) a OPU foi realizada no D12 apo6s estro; no grupo SOV-LH (T;) no D8
apos estro teve inicio a administracdo de FSH (162 UI-PLUSET ®) em 6 doses decrescentes
de 12 em 12 horas, e a OPU foi realizada 36 horas ap6s a Ultima aplica¢do de FSH, sendo que
6 horas antes da OPU os animais receberam uma aplica¢do de 25mg de LH; no grupo SOV
(T2) os animais receberam o mesmo tratamento do T1, porém sem aplicacdo de LH. No
momento da OPU os foliculos foram contados, classificados pelo tamanho em >6 mme <6
mm e aspirados separadamente de acordo com o tamanho. Os CCOs recuperados foram
classificados de acordo com a qualidade morfologica (1-4) e os de qualidade grau 1,2,3 foram
utilizados para a PIV. Um total de 833 ovdcitos foram maturados e fecundados in vitro, sendo
que a taxa de clivagem foi avaliada no D2 (48h ap0s a inseminacdo) a taxa de blastocisto
avaliada nos dias 6,7,8 e a taxa de ecloséo no dia 8. Para detectar a existéncia de efeito do
tamanho dos foliculos (>6 mm e <6 mm) e tratamentos hormonais (Tc, T1, T2), bem como
suas interacGes sob a taxa de ovdcitos recuperados e producdo de embrides foi utilizado o
modelo linear generalizado misto (MLGM). Para o numero de foliculos aspirados, ajustou-se
um modelo linear generalizado misto familia quase Poisson, com funcao de ligac&o log, para
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analisar a taxa de eclosao foi utilizado o modelo linear generalizado familia binomial. Os
resultados indicaram que o tratamento T2 (8,5 + 5,5) apresentou nimero médio de ovoécitos
recuperados maior (P<0,05) do que o T1 (7,2 + 4,3) e 0 Tc (6,7 + 4,3). Quando as médias
foram avaliadas por tamanho de foliculo, foi observado numero médio de ovdcitos
recuperados a por sessdo maior (P<0,05) nos foliculos <6 mm (9,3 = 5,4) em comparac¢ao aos
>6 mm (5,7 £ 3,2). O numero de foliculos <6 mm foi maior (P<0,05) no Tc (34,8 £ 16,3) em
relacdo ao T1(8,5 = 8,6) e T2 (10,1 + 7,6), e estes foram semelhantes (P>0,05). Ja para
foliculos >6mm um maior namero foi observado no T1(23,5 + 11,5) e T2 (19,1 £ 6,8) em
comparacdo ao Tc (1,8 £ 1,4) (P<0,05). A producdo de ovocitos de qualidade I, Il e Il de
foliculos < 6mm, foi maior no Tc em comparagdo aos tratamentos T1 e T2 (P<0,05). Para
foliculos < 6mm o T2 produziu mais ovécitos de qualidade | em média, 2,62 vezes maior
(P<0,05) em relacdo ao T1. O contrario ocorreu na producao de ovdcitos de qualidade I, Il e
I11 de foliculos >6mm onde T1 e T2 foram semelhantes, porem produziram mais ovécitos que
Tc (P<0,05). Os resultados mostraram que a taxa de blastocisto ndo diferiu entre os
tratamentos (P>0,05) quando apenas os foliculos menores do que 6 foram avaliados, sendo
31,2+12,2%, 31,0£16,9% e 24,3+14,1% para Tc, T1 e T2, respectivamente. Entretanto,
guando o tamanho do foliculo >6mm foi considerado, um aumento (P<0,05) na taxa de
blastocistos foi observada nos tratamentos T1 (47,8+21,2%) e T2 (39,1+19,8%) em relacéo ao
Tc (22,2+44,1%). O efeito do tratamento hormonal na producdo embrionaria também foi
detectado quando a analise global foi realizada independente do tamanho do foliculo, sendo a
taxa de blastocisto maior (P<0,05) no T1 (39,4+£20,5%) e T2 (31,7+£18,4%) em relacdo ao Tc
(26,7£31,7%). A taxa de ecloséo foi semelhante entre todos os tratamentos considerando ou
ndo o tamanho folicular (P>0,05). A superestimulacdo ovariana, com ou sem aplicacdo de
LH, aumentou a producdo de embrides in vitro em novilhas Nelore. Portanto a aplicacdo de
FSH na onda sincronizada para aspiracao folicular pode ser uma alternativa viavel para a
producdo comercial de embrides in vitro.

Palavras chaves: estimulacdo hormonal, Bos indicus, fecundacao in vitro, producao in vitro de
embrides.



ABSTRACT

EFFECT OF OVARIAN STIMULATION IN THE QUANTITY AND QUALITY OF
OOCYTES OBTAINED BY OVUM PICK UP IN NELLORE HEIFERS

Tiago Omar Diesel', Margot Alves Nunes Dode?
! Veterinary, Brasilia-DF, Brazil,. > Veterinary, PhD Brasilia-DF, Brazil.

The aim of this study was to evaluate the effect of ovarian stimulation in quantity and quality
of oocytes obtained by ovum pick up (OPU) in Nellore heifers. Twenty seven Nellore cyclical
heifers were used in a cross-over experimental design, where all the animals passed by each
of the three treatments. All animals were sincronized and on D6 after estrus detection the
ablation of follicles > 5 mm in diameter was performed and the animals received an
intravaginal implant of progesterone and an application of prostaglandin F,,. In the animals of
the control group (Tc) the OPU was performed on D12 after estrus; in the group SOV-LH
(T1) on D8 after estrus, it has started the administration of FSH (162 UI-PLUSET ®) in 6
decreasing doses of 12 to 12 hours, the OPU was performed 36 hours after the last application
of FSH and, 6 hours before OPU the animals received one application of 25 mg of LH; in the
group SOV (T2) the animals received the same treatment as T1, but without the application of
LH. At the time of OPU follicles were counted and classified by the size in > 6 mm and <6
mm, and then were aspirated separately. The recovered COCs were classified according to
morphological quality (I-1V) to quality in grade I, Il, 11l and were used for IVP. A total of 833
oocytes were matured in vitro, cleavage rate was evaluated on D2 [48 h post insemination
(pi)] and blastocyst rate on day 6, 7 and 8 pi, being the hatching rate evaluated on D8 pi. To
detect effect of the follicles size (> 6 mm and <6 mm) and hormonal treatments (Tc, T1, T2)
and their interactions in the rate of retrieved oocytes and embryo production the generalized
linear mixed model (MLGM) with normal distribution and log link function was used. For the
number of aspirated follicles, a generalized linear mixed model almost Poisson family was
adjusted with log link function. To analyze the hatching a generalized linear model binomial



family was used. The results indicated that in T2 treatment (8.5 £ 5.5) a higher number of
oocyte was recoverd (P<0.05) than in T1 (7.2 £ 4.3) and Tc (6.7 £ 4.3). When the means were
evaluated by follicles size, it was observed a higher number of oocytes per session (P<0.05) in
follicles <6 mm (9.3 £ 5.4) compared to >6 mm (5.7 + 3.2). The number of follicles <6 mm
was higher (P <0.05) in Tc (34.8 + 16.3) compared to T1 (8.5 = 8.6) and T2 (10.1 = 7.6),
which were similar between them (P>0.05). For follicles > 6 mm a larger number was
observed in T1 (23.5 £ 11.5) and T2 (19.1 + 6.8) compared to Tc (1.8 = 1.4) (P<0.05). On
follicles <6 mm, higher number of oocytes grade I, 1l and 11l were recovered in Tc compared
to treatments T1 and T2 (P<0.05). For follicles <6 mm the T2 produced more oocytes quality
I, being 2.62 times higher (P<0.05) than T1. In contrast, for follicles > 6 mm number of
oocytes grade I, Il and Il was similar between T1 and T2, but it was lower in Tc (P<0.05).
The results showed that the blastocyst production did not differ between treatments (P>0.05)
when only the follicles smaller than 6 mm were considered, being 31.2 + 12.2%, 31.0
16.9% and 24.3 + 14.1% for Tc, T1 and T3, respectively. However, when only follicle > 6
mm were considered, an increase (P<0.05) in blastocyst rate was observed in T1 treatments
(47.8 £ 21.2%) and in T2 (39.1 =+ 19.8%) compared to Tc (22.2 + 44.1%). The effect of
hormonal treatment on blastocyst production was also detected when a global analysis was
conducted independent of follicle size, being the blastocyst rate higher (P<0.05) in T1 (39.4 =
20.5%) and T2 (31.7 £ 18.4 %) than in Tc (26.7 = 31.7%). The hatched rate was similar
among all treatments considering or not the follicular size (P>0.05), in the general analysis the
hatched rate was similar for Tc (39.0+£12.2%), T1 (38.7+25.3%) and T2 (35.524.1%). The
ovarian stimulation, with or without application of LH, increased the in vitro production of
embryos in Nellore heifers. Therefore the application of FSH in the synchronized wave for
follicular aspiration may be a viable alternative to the commercial production of embryos in
vitro.

Key words: hormonal stimulation, Bos indicus, in vitro fertilization, in vitro embryo
production.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

Atualmente o Brasil ocupa um lugar de destaque na pecuaria mundial,
sendo que a bovinocultura apresenta uma populacdo de 211.420.012 de cabecas (IBGE,
2008). Além de possuir o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, o pais se
tornou o0 maior exportador mundial de carne. Porém a concorréncia pelo mercado externo
obriga a oferta de produtos a baixo custo. Portanto, o Brasil deverd, em um curto periodo
de tempo, produzir mais carne em uma area menor com um menor custo de producéo.
Isso s6 podera ser realizado com um aumento na produtividade do rebanho, sendo que a
eficiéncia reprodutiva tem um papel fundamental neste contexto (Fernandes & Figueiredo
2007).

A utilizag&o de biotecnologias reprodutivas na producdo animal, tais como
a transferéncia de embrides (TE) e a aspiracao folicular associada a producéo in vitro de
embrides (PIV), possibilita aumentar o nimero de nascimentos por doadora de alto
mérito genético, permitindo reduzir o intervalo entre geragdes, que € um fator importante
para a melhoria dos rebanhos (Yang et al., 1998), elevando o ganho genético anual de
2%, obtido com a inseminacdo artificial, para aproximadamente 2,5% (Vishwanath,
2003).

Dados referentes & producdo e transferéncia de embrides bovinos no
mundo em 2007, apresentados pela Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides no final de 2008 (Thibier, 2008), mostram que o Brasil apresentou uma

producdo de 57.368 embrides in vivo (9,9% do total mundial) e 212.441 embrides in vitro



(86,6% do total mundial), sendo responsavel por 32,8% do total de embrides produzidos
(269.809 embrides).

O Brasil é conhecido mundialmente por sua tradicdo na criacdo de racas
zebuinas, devido a sua adaptacdo a ambientes tropicais. As racas zebuinas ainda
respondem pela maioria absoluta, cerca de 94,0% dos embrides PIV produzidos no Brasil
(Viana, 2009). Apesar desta elevada producdo anual a proporcdo de embrides que
atingem o estégio de blastocisto dificilmente é superior a 40% (Lonergan & Fair, 2008).
Portanto, os resultados de conversdo ovacito/embrides provenientes de aspiracao folicular
na PIV ainda s&o baixos.

Quando ovdcitos maturados in vivo ou in vitro sdo comparados
aparentemente ndo existe diferenca na maturacdo nuclear, nas taxas de fecundacéo e
clivagem (Leemput et al., 1996), entretanto uma significativa diferenca é observada na
competéncia para a producdo de blastocistos entre esses ovocitos (Sirard et al., 1999).
Isto sugere que existem diferencas na maturacdo citoplasmatica entre esses ovocitos
(Sirard et al., 1999), e que essa € uma das etapas mais cruciais no processo de PIV (Yang
et al.,1998).

Os eventos in vivo que determinam a correta maturacdo do ovocito e
ocorrem sob o efeito do pico pré-ovulatério de LH, que por sua vez é a finalizacdo de um
longo processo preparatorio para a fecundacdo (Hyttel et al., 1986). Sem duvida, muitos
fatores biol6gicos agem em conjunto para preparar o ovoOcito imaturo para que esse seja
competente para ter um desenvolvimento embrionario adequado apds a fecundacao
(Yang etal.,1998).

O foliculo de origem do ovoécito recuperado parece ser um fator
determinante na obtengdo de ovocitos com maior capacidade de produzir blastocistos
morfologicamente saudaveis, o que estad normalmente associado com maiores taxas de
prenhes (Sirard et al., 2006). Isso permite supor que a competéncia pode ser adquirida em
condigdes foliculares especificas.

De fato, estudos indicam que a inducdo da diferenciacdo folicular pela
manipulagédo do protocolo de estimulagdo ovariana, como por exemplo, uma privacao de
FSH ou “Coasting”, apds o tratamento superestimulatério resultou na recuperagdao de
ovocitos mais competentes, sendo, a maioria, capaz de se desenvolver até o estagio de

blastocisto (Blondin et al., 2002). Esse periodo de priva¢do de FSH induziria um inicio de



atresia que enviaria um sinal para que o ovdcito adquirisse a competéncia. (Sirard et al.,
2006).

Atualmente muitas pesquisas estdo sendo realizadas com o intuido de
maximizar a producdo in vitro pela melhoria nas taxas de producdo e qualidade de
embribes. Para isto muitos protocolos com diferentes horménios e tempos tém sido
amplamente explorados utilizando FSH (Bungartz et al., 1995; Goodhand et al.,1999;
Sirard et al., 1999; Goodhand et al., 2000; Reis et al., 2002; Roth et al., 2002; Blondin et
al. 2002; Berlinguera et al., 2004; Chaubal et al., 2006; Chaubal, et al., 2007; De Roover
et al., 2008; Sendag et al., 2008; Monteiro, et al., 2009), com bST (Bols et al., 1998; Roth
et al., 2002), com eCG. (Van De Leemput, et al., 1999; Sendag et al., 2008), entre outros.
Apesar disso, existe grande variacdo nos resultados, devido a varios fatores tais como
diferenca entre racas e periodo do ciclo quando da administracdo do tratamento.

Portanto, ainda ndo se tem um protocolo estabelecido para a obtencéo de
ovécitos mais competentes, principalmente nas racas zebuinas. Sendo assim, mais
estudos sdo necessarios para se determinar a melhor estratégia para aumentar a
guantidade e qualidade dos ovocitos a serem utilizados para a PIV melhorando a
eficiéncia dessa técnica. Sendo a manipulacdo do ambiente folicular antes da retirada dos
ovécitos uma alternativa para aumentar o nimero e qualidade dos ovdcitos obtidos na
OPU.



1.2 Objetivos

O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da estimulacédo
ovariana, seguido por um periodo de restricdo de FSH, em novilhas Nelore antes da
aspiracdo folicular transvaginal, sobre o nimero e qualidade dos ovocitos recuperados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dinamica Folicular

O foliculo ovariano é a unidade funcional do ovério, e consiste do ovécito
e suas células somaticas associadas. O pool de foliculos no ovario € composto
principalmente de foliculos primordiais dormentes, que contém um ovdcito retido na fase
dipléteno da meiose | rodeado por uma Unica camada de células da pré-granulosa de
forma pavimentosa e uma membrana basal (McGee & Hsueh, 2000).

Os foliculos primordiais representam o pool de reserva de foliculos
quiescentes e compreendem cerca de 90 a 95 % da populacdo folicular existente nos
ovarios. O crescimento folicular ocorre em um grupo de foliculos que formam um pool,
portanto a ativacdo dos foliculos primordiais é caracterizada pela passagem do pool de
foliculos quiescentes de reserva, para o pool de foliculos em fase de crescimento. A
primeira indicacdo de que o foliculo comeca a crescer é a mudanca nas células epiteliais
que se tornam cuboides, e aumentam em ndmero por mitose, e os foliculos, passam entdo
a serem chamados de foliculos priméarios. Esses se caracterizam por apresentarem o
ovacito rodeado de uma camada de células cubicas. Com a proliferacdo dessas células se
formam os foliculos secundarios, que por sua vez se caracterizam pela presenca do
ovocito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa, pela presenca da
zona pelucida e pelo inicio da formacgéo da teca. Com o crescimento folicular as células

da granulosa secretam um liquido que se acumula nos espagos intercelulares separando as



células em duas popula¢des murais e do cumulus, formando o antro. Com o aparecimento
da cavidade antral o foliculo passa a ser considerado terciario ou foliculo de Graaf
(Rajkovic, 2006). Os foliculos terciarios sdo constituidos do ovécito circundado pelas
células do cumulus, uma cavidade contendo o liquido folicular, uma membrana basal e
duas camadas de células tecais. O foliculo de Graaf representa o estagio final do
desenvolvimento folicular, apresentando todos os componentes presentes no foliculo
terciério e grande quantidade de liquido folicular.

O crescimento folicular é caracterizado pela presenca de ondas, com inicio
em diferentes épocas durante o ciclo estral. Na fase pré-antral, a regulacdo local é
predominante, destacando-se o papel ativo do ovdcito e sua interagdo com as células da
granulosa mediada pelo KL-c, BPM-15 e GDF-9 (Buratini, 2007). Peptideos intra-
ovarianos como o IGF-2, as IGFBPs e os FGFs participam de mecanismos de controle
que determinam o recrutamento e selecéo de foliculos pré-antrais (Buratini, 2007).

No inicio do recrutamento folicular da fase antral, os niveis de GnRH
secretados pelo hipotdlamo estimulam as células gonadotroéficas da hipofise anterior para
sintetizar e secretar hormoénio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH)
(Hafez et al., 2004). O ovocito continua a crescer desde a ativacdo dos foliculos pré-
antrais até os foliculos atingirem cerca de 3,0 mm de didmetro, apds esse tamanho
folicular ndo é mais observado aumento do tamanho ovocitario (Caixeta et al., 2009), e
apenas o foliculo cresce até chegar ao estagio pré-ovulatorio.

Apds a puberdade, com a alteragdo nos padrdes de producdo do FSH e LH
os foliculos antrais podem crescer até o estagio pré-ovulatério. Com a progressao do
crescimento do pool folicular ocorre o desvio folicular e o estabelecimento da
dominéncia com mudanca dos padrdes de liberagcdo hormonal.

Nas espécies monovulares, todos os foliculos antrais de uma onda inicial
de crescimento sdo semelhantes, isso termina com um fendémeno chamado desvio
(Ginther et al., 2001), pois durante cada onda, do pool de foliculos em desenvolvimento
um é selecionado, torna-se maior e passar a "dominar" os demais (Sirois et al., 1988). A
partir da fase antral quando os foliculos tém em torno de 3 mm de didmetro se tornam
dependentes do suporte gonadotrofico (Buratini, 2007), sendo que o pico de FSH é o
principal fator responsavel pelo crescimento desses foliculos até ocorrer o desvio.

Antes de ocorrer o desvio todos os foliculos em crescimento sdo capazes

de se tornarem dominante, o que pode ser observado quando FSH exdgeno é



administrado no inicio da onda estimulando muitos foliculos para atingirem o didmetro
dos foliculos dominantes (Adams et al., 1993), ou quando o foliculo dominante é
destruido ( Ko et al., 1991; Ginther et al., 2002).

Durante o periodo de recrutamento os baixos niveis circulantes de LH no
inicio da onda induzem a expressdo de 17a-hydroxylase/C17-20-liase (CYP17) nos
foliculos em crescimento, e hé biosintese de andrégenos nas células da teca e expressdo
de receptor de lipoproteina de baixa densidade (que fornecem colesterol para a biosintese
de esterdides). A producdo aumentada de androgenos fornece o substrato para aromatase,
permitindo que as células da granulosa sintetizem estrogeno (Dunn & Mayo, 2006).

O aumento nos niveis de estradiol altera o padrdo de secrecdo de GnRH,
pois ocorre a producdo de substancias que influenciam diretamente o desenvolvimento
folicular como o caso da inibina, a ativina, e a folistatina (um regulador negativo da
ativina), (Rajkovic, 2006), suprimindo a secrecéo de FSH pela hipofise anterior.

Aparentemente, a supressao de FSH ¢ o fator responsavel pelo mecanismo
que provoca 0 desvio das taxas de crescimento entre os foliculos dominantes e
subordinados. O foliculo dominante continua a crescer por uma mudanca na dependéncia
de FSH para LH, e pela capacidade de melhor resposta para baixos niveis de FSH
circulantes (Xu et al., 1995). Em contraste, os foliculos subordinados sdo FSH-
dependentes e, portanto, sendo privados de FSH iniciam o processo de atresia. O FSH
atinge niveis basais no dia do inicio do desvio, e se mantém baixo pelos proximos 3 ou 4
dias até o surgimento de um novo pico. Um novo aumento de FSH no inicio da onda
seguinte pode ser atribuido a perda do efeito de substancias inibidoras secretadas pelo
foliculo dominante.

Segundo Ginther et al. (1997) o foliculo que se tornou dominante é o
foliculo de maior tamanho no momento do desvio. Os principais mecanismos celulares
responsaveis pelo desvio provavelmente, envolvem alteracdes na expressdo da enzima
aromatase (FSH / AMPc dependente) e mudancas na regulacdo da transcricdo de
receptores de LH nas células da granulosa e nas células da teca, quando o futuro foliculo
dominante atinge 8-9 mm de didametro. Assim, o primeiro foliculo a chegar a uma fase
decisiva em que os receptores de LH nas células da granulosa séo expressos, este pode
ser o foliculo que se torna dominante (Ginther et al., 1996). Pois em bovinos, as
concentracdes de LH s&o transitoriamente maiores durante o desvio, e hd um aumento da

diferengas entre os dois maiores foliculos na expressio mRNA do receptor LH na



granulosa (Xu et al., 1995). Essa diferenca entre os dois foliculos j& ocorre 8 h antes que
uma diferenca no diametro entre eles seja observada (Beg et al., 2001).

Quando durante o ciclo os niveis de progesterona baixam devido a
lutedlise, os foliculos dominantes, que expressam receptores de LH e sdo expostos a
niveis crescentes dessa gonadotrofina, continuam seu crescimento até a ovulagcdo. O pico
pré-ovulatério de LH impulsionado pela liberacdo de GnRH induz a ovulagdo e
diferenciacdo das células da teca e granulosa em células luteas, e desencadeia a
maturacdo final dos ovdcitos (Dunn & Mayo, 2006), que progridem até a metafase Il
(Hafez et al., 2004).

Dependendo se a fase de dominancia esta associada a presenca ou ndo de
progesterona e/ ou de um corpo luteo (Sirois et al., 1988), o foliculo vai se tornar atrésico
(foliculo dominante ndo-ovulatorio). I1sso porque a progesterona presente na fase lutea é
um potente supressor da secrecdo pulsatil de LH por modular os neurénios secretores de
GnRH (Herbison, 2006). Embora muitos foliculos sejam recrutados para iniciar o
desenvolvimento, em geral apenas um chega a fase de Graaf e ira ovular (McGee &
Hsueh, 2000). Com a regressdo do foliculo dominante ndo ovulatério ocorre queda nos
niveis circulantes de fatores inibitérios do FSH, ocorrendo o reinicio de uma nova onda
folicular.

Apesar da dinamica folicular ser semelhante, para cada espécie, existe
diferencas inter-raciais importantes no que se refere, por exemplo, ao nimero de ondas
durante o ciclo estral, intervalo inter-ovulatério, tempo de apresentacdo de sinais de estro,
e intervalo estro/ovulacdo. Em fémeas da raca Nelore, Figueiredo et al. (1997)
observaram a predominancia de duas ondas foliculares em vacas (83,3%, P<0.05) e trés
ondas em novilhas (64,7%, P<0.05), sendo que apenas 30% mostraram uma variagdo no
namero de ondas entre ciclos. Viana et al. (2000) trabalhando com zebuinos da raga Gir
observaram ciclos com duas (6,67%), trés (60,00%), quatro (26,67%) e cinco (6,67%)
ondas de crescimento folicular. Ja novilhas mesti¢as Holandés-Zebu em geral apresentam
duas ou trés ondas de crescimento folicular. A frequéncia de ciclos estrais com uma e
quatro ondas foliculares também é baixa em outros animais cruzados (Borges et al.,
2001).

Além do numero de ondas, outra diferenca observada entre bovinos B.
Tauros e B. indicus é o didmetro maximo do foliculo dominante, sendo cerca de 11 mm
em Nelore (Figueiredo et al., 1997) e de 16 mm em Holandés (Ginther et al., 1996). O
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menor didmetro do foliculo dominante e do CL observado em zebuinos quando
comparado com taurinos, provavelmente se deve a uma menor capacidade de secre¢do de
LH (BO et al., 2003) e a uma menor taxa de crescimento folicular (Figueiredo et al.,
1997).

O intervalo inter-ovulatério em Nelore com duas ondas (20,6 d +0,5) foi
menor do que o intervalo de trés ondas (22,0 d +0,4) (Figueiredo et al., 1997). Em
zebuinos da raca Gir, Viana et al. (2000) encontraram para ciclos com trés ou quatro
ondas de crescimento o intervalo inter-ovulatorio de 21,11+1,76 e 22,25+1,71 dias,
respectivamente.

A duragdo do ciclo estral em Nelore é de aproximadamente 10 h, e 0
intervalo do estro a ovulacdo € de aproximadamente 26-27 h (Pinheiro et al., 1998; B0 et
al., 2003). Além disso, a duracdo do estro é mais curta quando comparado com 0s
animais de racgas européias, havendo também uma maior incidéncia de estro durante a
noite.

Quando fémeas Nelore foram comparadas com fémeas da raga Holandesa
foi observado que a emergéncia da primeira onda pds-ovulatoria do ciclo estral ocorre 0,9
d poés-ovulacdo (aproximadamente 1 d mais tarde em Holandés), o desvio ocorre 2,6 d
apo6s a ovulacdo (comparavel ao Holandés), a taxa de crescimento do maior foliculo
durante o desvio € de 1,4 mm / dia semelhante ao holandés. O didmetro do maior foliculo
no inicio do desvio é 59 mm (cerca de 2 mm menor do que na raca Holandesa)
(Sartorelli et al., 2005).

Estudos realizados para determinar o didmetro no qual o foliculo
dominante adquire a capacidade de ovular em resposta ao tratamento com LHp, em
novilhas Nelore demonstraram que o inicio da capacidade ovulatéria do foliculo
dominante ocorre entre 7 € 8,4 mm (30%), e houve um aumento linear na resposta
quando atinge 8,5-10 mm (80,0%) (Gimenes et al., 2005). Em novilhas com foliculos >
10 mm, 90% ovularam em resposta ao tratamento LHp. Estes resultados diferem daqueles
relatados em vacas da raca Holandesa em que a capacidade ovulatoria teve inicio em

foliculos >10 mm de didmetro (Sartori et al., 2001).
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2.2 Manipulacéo do Ciclo Estral

Existem vérias alternativas para o controle do desenvolvimento folicular
em bovinos taurinos que também tém sido aplicados com sucesso nos zebuinos. Sendo
que, a emergéncia e o desenvolvimento da onda folicular podem ser alterados por
processos mecanicos ou tratamentos hormonais (Buratini et al., 2000)

Em algumas doadoras, onde o nimero de foliculos maiores € muito baixo,
o crescimento folicular pode ser estimulado por combinacGes de FSH / LH, além de
gonadotrofina sérica de égua prenhe (eCG), que sdo hormonios conhecidos e amplamente
utilizados na transferéncia de embrides classica (TE). No entanto, modifica¢fes na dose,
esquemas de administragdo ou momento da aplicacdo do tratamento sdo muitas vezes
necessarios, para atingir o objetivo final de estimulacdo antes da OPU, que é gerar uma
maior quantidade foliculos disponivel para a aspiracdo (De Roover et al., 2008). O efeito
da administracdo de FSH aumentou o numero de foliculos aspirados e ovdcitos
recuperados de categoria 1, e também maiores nimeros de embriBes transferiveis foram
produzidos quando doses multiplas de FSH foram administradas em doadoras cruzadas
(Goodhand et al., 2000). Esses resultados mostraram que o tratamento com FSH
administrado em doses multiplas antes da aspiracdo melhora o nimero de foliculos
disponiveis para aspiracdo, foliculos aspirados, o numero e a qualidade dos ovocitos
recuperados e, embrides produzidos (Goodhand et al., 2000).

A resposta a superestimulacdo varia de acordo com o animal. De Roover et
al. (2005), quando trataram doadoras com FSHp observaram uma resposta exacerbada
para numero de foliculos e de CCOs recuperados em 9% das sessdes de OPU (59/665).
Em contraste, uma baixa resposta para ambos, foliculos disponiveis e CCOs recuperados,
também ocorreu em 9% das sessdes de OPU (61/665). Portanto, esses autores mostraram
que a resposta baixa ocorre em propor¢des menores que as esperadas quando se trabalha
com a TE convencional, considerando que nesse caso cerca de 20- 30% das doadoras ndo
respondem a superestimulacédo e ndo produzem embrides (Martins et al., 2005).

As respostas para superestimulagéo folicular com gonadotrofina séo ideais
guando o tratamento é iniciado na emergéncia de uma nova onda folicular. Nesta

situacdo, os foliculos séo relativamente pequenos no inicio da estimulacdo e, portanto,
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podem necessitar de um tempo adicional para concluir a maturagdo antes da exposi¢éo ao
pico de LH (D'Occhio et al., 1999).

Estudos indicam que o potencial intrinseco de um animal para produzir um
numero reduzido ou elevado de ovdcitos é influenciado principalmente pelo pool de
foliculos menores que 5 mm no momento da ablacéo do foliculo dominante (Durocher et
al., 2006).

Dados sugerem que animais diferentes reagem de forma diferente para a
mesma quantidade de FSH aplicada. Os animais com baixo numero de foliculos tendem a
desenvolver foliculos maiores em comparacdo aos animais com elevado numero de
foliculos (De Roover et al., 2005).

A auséncia de um foliculo dominante no inicio do tratamento aumenta a
eficacia dos tratamentos superestimulatorios (Adams, 1994; Mapletoft et al., 2002). A
onda de desenvolvimento folicular em bovinos pode ser controlada mecanicamente por
ablacdo do foliculo com auxilio da ultra-sonografia, ou quimicamente pelos tratamentos
com GnRH ou estradiol e progesterona em combinacao (BO et al., 2003).

Um procedimento comumente utilizado quando se manipula o ciclo estral
para a realizacdo de OPU-FIV é a aspiracdo do foliculo dominante (De Roover et al.,
2008) > 6 mm (Barros et al., 2006; Monteiro et al., 2009), > 5 (Hendriksen et al., 2004.),
ou em torno do 5 ° dia apds a ovulacdo em novilhas Nelore (Buratini et al., 2000). Assim,
um foliculo que esta destinado a regredir, muda seu curso no prazo de 12 horas apos a
remocao do futuro foliculo dominante (Beg et al., 2002). Porém, Buratini et al., (2000)
observaram o surgimento de uma nova onda folicular sincrona em 1,9 + 0,1 dias ap6s a

ablacdo folicular em D 5 em novilhas Nelore.

2.3 Maturacao Ovocitaria

A ovogénese é caracterizada por um processo de divisdo celular chamado
meiose, cujo objetivo é a producdo de células haploides altamente especializadas. A
meiose consiste de duas divisdes celulares sucessivas que ocorrem ap6s uma Unica
replicacdo de DNA. Na maioria dos mamiferos os ovocitos entram em meiose durante a

vida fetal e sdo retidos em profase da primeira divisao, estagio em gque permanecem até a
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retomada meidtica, apds o pico de LH (Rajkovic, 2006). Os ovocitos retidos em profase
apresentam um nucleo proeminente chamado vesicula germinativa (VG), que contém
cromatina descondensada e transcricionalmente ativa (Voronina & Wessel, 2003) e que
caracteriza um ovocito imaturo.

Em resposta a um estimulo, a meiose é retomada e se caracteriza pela
quebra da vesicula germinativa (GVBD), e progressdo para o estadgio de metafase I,
anéfase I, tel6fase | e metéfase Il. A retomada da meiose requer a presenca de fator
promotor de maturacdo (MPF) ativo, que é composto da Kinase P34CDC2 e da ciclina
Bl. O MPF é um fator universal ndo-especifico responsavel pela transicédo de fase do ciclo
celular de G2 para fase M tanto em células meidticas como mitoticas (Parrish et al.,
1992).

A maturacdo dos ovocitos é geralmente definida como o periodo de
progressdo da primeira para a segunda retencdo meiotica envolvendo modificacdes
nucleares e citoplasméticas (Parrish et al., 1992; Eppig, 1996). O processo final de
capacitacdo do ovocito in vivo tem duracdo, aproximadamente de 5 dias que € quando o
foliculo cresce de 4 para 15 mm e se torna dominante, pronto para ser fecundado e
desenvolver um embrido (Pavlok et al., 1992) .

Maturagdo nuclear se refere a GVBD, e nova retengdo no estagio de
metafase Il, sendo caracterizada pela presenca do primeiro corpusculo polar. A maturacdo
citoplasmatica € um processo mais complexo e envolve varias mudancas em varios
processos tais como no perfil de expressdao de proteinas do controle do ciclo celular
(Whitaker, 1996), deslocamento de organelas, modificagdes transcricionais de mRNA,
modificacdo da permeabilidade da membrana plasmatica, e a diferenciacdo da maquinaria
de sinalizagdo de célcio (Machaca, 2004). Alguns autores citam a maturacdo molecular,
que apesar de estar associada a citoplasmatica, devido a sua complexidade pode ser

tratada separadamente.

2.3.1 Maturagao meidtica ou nuclear

A maturacdo meidtica é a cascata de eventos nucleares que ocorrem

quando o ovocito é estimulado pelo LH pré-ovulatério, ou pela remocédo do ovocito de
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seu ambiente folicular (Sirard, 2001). Quando a retomada da meiose é estimulada, 0 MPF
é ativado, e 0 ovocito completa a primeira divisdo meidtica com extrusdo do primeiro
corpusculo polar, chegando a metafase da segunda divisdo onde ocorre um novo

bloqueio, sob a influéncia do fator citostatico (CSF) (Sirard, 2001).

2.3.2 Maturacéo citoplasmatica

A maturacdo citoplasmatica € freqientemente definida como as mudancas
necessarias para que o ovocito seja capaz de dar origem a um embrido apés a fecundacéo.
Entretanto, a maturacdo citoplasmatica ndo é tdo evidente como a maturacdo nuclear,
uma vez que abrange eventos visiveis e invisiveis ao microscopio (Hyttel et al., 1989).
Alguns aspectos da maturacéo citoplasmatica sao observados em analises ultra-estruturais
um pouco antes do pico de LH, quando os ovdcitos aguardam o sinal de ovulacdo. A
primeira evidéncia desse processo ocorre quando o ovocito entra na fase de preparacdo
(RNA e sintese de proteinas) (Hyttel et al., 1989). Uma segunda série de mudancas ocorre
apos o pico de LH que resulta em uma re-distribuicdo de organelas como as mitocondrias
e os granulos corticais (Assey et al., 1994; Sirard, 2001).

A ativagdo de determinadas vias metabdlicas envolvidas na sintese de
proteinas e de fosforilagdo, € indispensavel para a maturacao citoplasmatica. Dentro deste
contexto, as mitocondrias tém um papel extremamente importante uma vez que sdo
responsaveis pelo fornecimento de energia que é consumida durante o processo de
maturacdo. O movimento de mitocondrias para areas de alto consumo de energia é crucial
para os ovocitos e blastbmeros de embrides durante periodos criticos do ciclo celular.
Durante o periodo de maturacdo, as mitocondrias sintetizam o ATP necessario para a
sintese de proteinas que, por sua vez, tem papel fundamental no desenvolvimento
subsequiente do embrido (Krisher & Bavister, 1998).

A migracdo dos granulos corticais para a periferia do ovécito tambem é
um componente chave da maturacdo. Os granulos corticais sao organelas exclusivamente
encontradas em ovocitos e sua composi¢do inclui uma populacdo diversa de proteinas,
moléculas estruturais, enzimas e glicosaminoglicanos. A exocitose de granulos corticais
(reacdo cortical) € um dos mecanismos mais comuns usados pelos ovécitos para evitar

polispermia. A liberagdo do conteudo dos granulos corticais para a superficie exterior do
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ovdcito ocorre apos a ativagdo dos mesmos que é desencadeada pela liberacdo de célcio
em resposta a entrada do espermatozoide no oolema (Haley & Wessel, 2004).

A producdo e armazenamento de informacBes essenciais ao
desenvolvimento futuro do embrido deve ocorrer antes da retomada da meiose. Pois
quando 0s cromossomos séo 0s sujeitos de transformac&o, a informacao genética deve ser
armazenada com antecedéncia, porque as instrucdes nucleares, sob a forma de mRNA,
provenientes do cromossomos sdo silenciadas no reinicio da meiose. Os ovocitos,
portanto, devem ter um sistema Unico de acumular informagdes (MRNA) devido a
lentiddo do processo meidtico e também porque a Gltima parte desse processo ocorre com
0s cromossomos totalmente condensados (Sommerville & Ladomery, 1996).

De fato, durante o seu crescimento 0 ovocito tem alto grau de atividade
transcricional, o que faz com que acumule mRNA de origem materna, 0s quais Sao
necessarios ndo sO para 0 crescimento e maturacdo mas, especialmente, para o
desenvolvimento embrionéario inicial (Song & Wessel, 2005). Em mamiferos superiores,
0 ovocito precisa acumular, durante a foliculogénese, todos os fatores maternos
necessario para sustentar a maturacdo e o desenvolvimento até a ativacdo do genoma
embrionario. A formacao desse estoque (pool) de mRNA e proteinas de origem materna
que conferem ao ovocito o programa molecular necessario para a transicdo materno

zigdtica, se refere a maturagdo molecular.

Além desse acumulo que ocorre durante o crescimento do ovdcito,
acredita-se que mRNAs especificos , e eventualmente, algumas proteinas sdo produzidas
e adicionadas a esse estoque poucos dias antes da ovulacdo. Instrucdes especiais,
provenientes de um ambiente folicular especifico, sdo essenciais para que 0 ovocito possa
ativar o genoma embrionario e se desenvolver até o estagio de blastocisto. Portanto, a
maturagdo molecular representa a associacdo mais préxima com a competéncia
ovocitaria.

Em comparagdo com a situacdo in vivo, a recuperacdo de ovdcitos de
foliculos pequenos e médios para a maturacdo in vitro por um periodo de 24 h ¢
completamente artificial. Assim, o periodo de dominancia folicular é ignorado durante
esse procedimento. Quando considerados em conjunto, os dados ultra-estruturais e
funcionais indicam claramente que o ovdcito sofre modulagdes significativas no foliculo
dominante, que desempenham um papel fundamental na aquisicdo de competéncia para o

desenvolvimento.
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2.4 Competéncia Ovocitaria

O conceito de competéncia do ovdcito se refere a sua capacidade de ser
fecundado e ter desenvolvimento embrionédrio normal. Nos bovinos, o tamanho do
ovacito continua a aumentar durante o desenvolvimento de foliculos antrais, um ovacito
deve chegar a um diametro critico de 110 um para adquirir a competéncia meidtica (Fair
et al., 1995). No entanto Otoi et al. (1997), observaram que apesar dos ovocitos bovinos
adquirirem a competéncia meidtica com um didmetro de 115um, a plena competéncia
para o desenvolvimento s6 ocorre quando atingem um didmetro de 120 pm.

Além do tamanho do ovocito, existe uma correlacdo evidente entre o
tamanho dos foliculos e a competéncia dos ovdcitos. Ovacitos provenientes de foliculos
de maior diametro apresentam maior potencial de desenvolvimento do que o0s
provenientes de foliculos de menor didmetro (Caixeta et al., 2009). Essa relacéo ja foi
demonstrada por diversos autores e, apesar de ser um fator importante, ndo é o Unico fator
determinante na aquisi¢do da competéncia.

Ovdcitos coletados em diferentes momentos ap6s o pico de LH possuem
um alto grau de competéncia para alcancar o estagio de blastocisto (Sirard 2001,
Duranthonn & Renard, 2001). No entanto, foliculos subordinados também contém
ovocitos com potencial de desenvolvimento relativamente elevado, medido pela taxa de
blastocisto (Ginther et al., 2000). Esta situacdo é potencialmente explicada por
semelhancas entre a maturagdo do foliculo dominante e a fase inicial de atresia folicular,
gue enviaria ao ovdcito sinais semelhante aos enviados no inicio da maturacdo (Sirard et
al., 1999). Concordando com essa hipétese, Li et al. (2009), demonstraram que 0 inicio
da apoptose em ovocitos imaturos € benéfico para a competéncia de desenvolvimento do
embrido pos fecundacao.

A capacidade de desenvolvimento durante a primeira semana do embrido é
claramente influenciada pelo status folicular a partir do qual o ovdcito é obtido, indicando
que este potencial de desenvolvimento € inerente a determinadas condicGes especificas de
maturacdo. Como a maioria dos embrides bovinos que ndo atinge o estagio de blastocisto
é blogueada na fase de transicdo materna zigoticos (MZT), no estagio de oito a dezesseis
células, pode-se especular que ovOcitos incompetentes ndo conseguem ativar

adequadamente o genoma embrionario (Barnes citado em Sirard 2001).
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2.5 Producéo In Vitro de Embrides (P1V)

A PIV compreende um conjunto bésico de tecnologias de reproducdo que
envolve a obtengdo de ovdcitos imaturos de foliculos ovarianos, maturagdo in vitro de

ovdcitos, fecundacgdo in vitro, e o cultivo in vitro de embrides (Kane, 2003).

2.5.1 Aspiracao folicular

A técnica para a coleta repetida de ovdcitos bovinos por aspiracao
transvaginal guiada por ultra-som foi descrita em 1988 (Pieterse et al., 1988). A aspiracéo
folicular associada a PIV de doadoras vivas é uma técnica extremamente versatil porque
pode ser aplicada a doadoras de todas as idades, desde bezerras de dois meses de idade a
vacas muito velhas. Além disso, essa técnica pode ser usada em doadoras secas, em
lactacdo e/ou prenhes até o terceiro ou quarto més de gestacdo. Seu uso, entretanto, ndo é
indicado para animais apds o terceiro ou quarto més de prenhes, animais com hipoplasia
ovarica grave e animais no pos-parto imediato, ou seja, antes da atividade ovariana ser
restaurada.

Apesar do custo da tecnologia ainda ser alto o seu uso é plenamente
justificado quando se deseja obter o maior nimero possivel de animais valiosos (Galli et
al., 2001) ou em casos especiais tais como para obtencdo de ovOcitos competentes de
alguma raca de gado na india, onde o abate de vacas ndo é permitido por razdes religiosas
(Manik et al., 2003), ou também para obtencdo de produtos de animais em perigo de
extingao.

Para a obtencdo de ovocitos algumas técnicas de aspiracédo folicular podem
ser utilizadas como a aspiragéo folicular por laparoscopia e aspiracéo folicular guiada por
ultrasonografia. No entanto, a OPU é o método mais eficaz para a recuperacdo de CCOs
imaturos de boa qualidade, resultando em um maior nimero de embrides apés MIV, FIV
e CIV (Becker et al., 1996; Santl et al.,1998). Sendo que a aspira¢do folicular por
laparoscopia é empregada em casos especiais como no caso de animais muito jovens.

Santl et al. (1998) trabalhando com novilhas Simental encontraram uma

proporcdo de ovdcitos Classe | (P < 0,001) mais elevada ap6s OPU do que na aspiracao
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folicular por laparoscopia (38,7% vs 21,0%). Essa diferenca na qualidade do ovocito se
refletiu ap6s MIV / FIV, pela taxa de clivagem 58,1% vs 52,1%; (P < 0,05) e a taxa de
desenvolvimento para morulas e blastocistos 27,1% vs 13,9% para OPU e aspiracdo
folicular por laparoscopia respectivamente.

Outro fator importante no resultado da OPU-PIV segundo Merton, et al.
(2009) é a influéncia genética da doadora. Estimativas de herdabilidade foram
encontradas para quantidade de CCOs e para o numero de embrides produzidos.
Herdabilidade para morfologia, bem como para fatores intrinsecos de competéncia
ovocitaria foram menores, mas ainda presentes.

Quanto aos equipamentos utilizados, um fator fundamental para a
realizacdo da OPU é a sonda utilizada. A sonda matriz linear parece ser menos adequada
para a visualizacdo de foliculos pequenos e tem um alcance limitado para a manipulagéo
dos ovarios, mas ela pode ser usada para o padrdo de exames de ultrasom trans retal em
varias espécies. As taxas de recuperacdo de ovocitos sdo semelhantes quando se utiliza o
transdutor linear e setorial. Bols et al. (2004), recomendam o transdutor setorial para
procedimentos de OPU de rotina devido a sua maior area de digitalizacdo e capacidade de
detectar mais foliculos pequenos. A probe de 7.5 Mhz é superior a probe de 5 Mhz para a
coleta de ovdcitos bovinos por aspiracdo folicular transvaginal, ndo ha diferenca na
visualizacdo de foliculos de 3-5mm e 6-10 mm entre as duas frequéncias. Entretanto, a
visdo do nimero total de foliculos é aumentado na probe de 7.5 Mhz.

A agulha utilizada também tem influéncia direta nos resultados da OPU.
As maiores taxas de recuperacdo de ovdcitos sdo obtidas quando se utiliza a agulha de
18-G, independente da pressdo de vacuo (Bols et al., 1996). Mas segundo Fry et al.
(1997), a aspiragdo de ovocitos bovinos imaturos é mais facil e mais bem sucedida
guando agulha 17-G unico lumen ¢ utilizada associada a uma pressdo de vacuo de 55
mmHg. Resultados mostram que uma simples mudanca de didmetro da agulha pode
triplicar a quantidade real de liquido aspirado, quando a mesma pressao € utilizada. Por
exemplo, 38,8 ml de agua/min usando uma agulha 18-G correspondem a 26,8 ml de
agua/min utilizando uma agulha 19-G, e apenas 13,8 ml de dgua/min usando uma agulha
21-G (Bols et al., 1996).

A pressdo de vacuo utilizada durante a OPU tem uma influéncia
significativa na qualidade morfolégica dos ovdcitos recuperados. Ward et al. (2000),
utilizando diferentes pressdes de vacuo (30, 50, 70 e 90 mm Hg) para aspirar 4156
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foliculos bovinos, avaliaram seu efeito na taxa de fluxo de aspiragdo, recuperacéo,
morfologia e formagéo de blastocistos in vitro dos ovdcitos recuperados. Esses autores
encontraram que a taxa de recupera¢do aumentou com a pressdo de aspiracdo acima de 50
mm Hg (P <0,05), porém a taxa de recuperacao de ovacitos de grau 1 diminuiu (P<0,05)
aumentando a quantidade de ovocitos desnudados (P<0,05). Da mesma forma, o
desenvolvimento até o estdgio de blastocisto foi menor com o aumento da pressdao de
aspiracdo, acima de 50 mm Hg (P<0,05) (Ward et al., 2000). Na pressdo de aspiracao
baixa, a maioria dos ovocitos recuperados é circundada por um cumulus compacto (Bols
et al., 1996). Independentemente do vacuo aplicado, agulhas finas resultam em maiores
proporcdes de CCOs com cumulus comprometido (Bols et al., 1996). Com o aumento do
didmetro da agulha (20-G vs17-G), a taxa de recuperagdo total de ovocitos aumentou de
46 para 57%, enquanto a recuperacao de ovOcitos vidveis aumentou de 37 para 39% (Fry
etal., 1997).

Uma das grandes questdes abordadas quando se utiliza a aspiracéo
folicular sdo os efeitos colaterais, porém a sedacdo dos animais e a punc¢do dos foliculos
ndo parece ter traumatizado os animais (Pieterse et al., 1988), ou qualquer sinal de
estresse adicional (Viana et al., 2004), e as medidas de progesterona plasmatica sugeriram
que a ciclicidade néo foi interrompida. Em outro estudo para verificar o efeito da puncao
na morfologia ovariana, Boni et al. (1997), aspiraram todos os foliculos terciarios (> 2
mm de didmetro) dos ovarios de vacas da raca Holandesas duas vezes por semana, com 3
ou 4 dias de intervalos durante 3 meses, e abateram 0s animais ap0s as aspiracdes Os
autores observaram que a puncdo semanal (duas vezes) de todos os foliculos terciérios
aboliu os ciclos estrais e levou a um aumento na frequéncia da onda folicular sem
aparentes efeitos negativos no trato reprodutivo ou ovarios (Boni et al., 1997).

Da mesma forma, Galli et al. (2001) constataram que a OPU ndo teve
nenhum efeito colateral, mesmo depois de duas aspira¢cdes por semana por mais de um
ano, como foi o caso de algumas doadoras. Entretanto, esses mesmos autores relatam que
em alguns casos, um endurecimento leve da superficie dos ovarios pode ocorrer apos
varios meses de coletas repetidas.

Em concordancia com esses achados Snel-Oliveira et al. (2001) avaliando
lesbes em ovarios de novilhas nelore pré-puberes submetidas a trés sessbes de OPU
observaram lesdes macroscopicas como fibroses e aderéncias de fimbrias, e lesGes

microscopicas como areas irregulares na tdnica albuginea, fibrose com proliferacdo de
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tecido conjuntivo estendido ao cortex com areas triangulares ou ovais de 200-300um de
profundidade.

Outro ponto observado por Snel-Oliveira et al. (2001) foi que foliculos
primordiais e primarios inexistiam embaixo das areas de fibrose, e que nesta existiam
muitos foliculos atrésicos e corpos fibrosos e poucos foliculos secundarios e terciarios,
portanto a OPU causa injuria em varios graus em novilhas pré-puberes, devendo esta
técnica ser procedida com cautela.

Além das lesBes nos ovarios outro problema observado apds repetidas
OPUs, foi que a partir da quinta sessdo, se tornou cada vez mais dificil obter uma boa
anestesia peridural, mesmo alternando o espaco intervertebral utilizado para infiltracéo
anestésica. A diminuicdo da qualidade do bloqueio anestésico pode contribuir
negativamente para a taxa de recuperacdo de ovocitos em animais aspirados duas vezes
por semana (Viana et al., 2004).

A técnica de OPU também pode ser utilizada com efeito terapéutico sobre
as doadoras inférteis, especialmente aquelas afetadas por cistos ovarianos. A maioria das
vacas doadoras em programas de TE, tem infertilidade secundaria devido ao tratamento
de superovulacdo repetida. Galli et al. (2001), observaram que praticamente todas as
doadoras vazias entram em cio dentro de duas semanas a partir da Gltima aspiracdo de
ovécitos e podem ser inseminadas com éxito.

Observacgdes indicam claramente que aspiracao folicular transvaginal
guiada por ultra-sonografia induz e sincroniza a emergéncia da onda folicular
subseqliente, e, quando é realizada duas vezes por semana, gera um maior nimero de
foliculos disponiveis e maior porcentagem de ovoécitos de qualidade 1 e 2 quando
comparado com o regime de uma vez por semana.

Esses resultados podem ser atribuidos & aspira¢do de um pool de foliculos
recrutados logo apds a primeira aspiragdo e antes do estabelecimento da dominancia
folicular e regresséo de foliculos subordinados (Garcia et al., 1998; Galli et al., 2001). O
programa de coleta de doadoras uma vez por semana permite que essas apresentem estro,
0 que nunca ocorre quando as coletas sdo realizadas duas vezes por semana (Galli et al.,
2001). Na aspiracdo folicular comercial tem se utilizado intervalos de 15 dias entre as
aspiragoes.

Os animais Bos indicus apresentam naturalmente maior namero de

foliculos por onda em relacdo a taurinas (Blaschi et al., 2004).Vacas Nelore produzem,
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em média, 25 ovdcitos por sessdo de aspiracdo folicular, esta média de ovdcitos por
sessdo € aproximadamente quatro vezes maior a producdo obtida de vacas de ragas
européias (Rubin et al., 2004). Um aspecto bastante peculiar refere-se as fémeas capazes
de produzir centenas de ovocitos em uma Unica aspiracédo folicular. Ha relatos de até 564
ovécitos obtidos em um Unico procedimento (Santos et al., 2005).

Em estudo retrospectivo de OPU comerciais realizadas de janeiro de 2001
a maio de 2006, Rubin (2006), selecionou 420 doadoras da raca Nelore, de alto valor
genético, com idades variando de 2 a 8 anos (média de 5 anos), que foram submetidas a
aspiracdo folicular guiada por ultra-sonografia. Ao final de 1504 aspiracGes, obteve-se
27966 ovocitos, sendo 22809 (81,6%) vidveis e 5157 (18,4%) inviaveis. A média de
ovacitos viaveis por aspiragdo folicular foi de 15,2. Foram produzidos 7725 embriGes e
2585 prenheses (1,7 prenheses/aspiracdo). Do total de prenheses obtido, subtraindo-se as
mortes embriondrias, a eficiéncia foi de 29,9% (2312/7725), ou seja, 1,5
prenheses/aspiracao.

Cruz et al. (2009), encontraram taxa média de ovdcitos obtidos por OPU
de 4,6 ovocitos por sessdo de fémeas bovinas Bos taurus taurus (Devon) e 16,3 ovocitos
Bos taurus indicus (Nelore). Rubin et al. (2005), avaliando a influéncia do grau de
sangue zebuino na producdo de ovdcitos relataram que para animais Bos taurus da raca
Aquitanica a média por sessao de aspiracao foi de 3,7 ovdcitos aspirados; para animais da
raca Canchim 13,6 e para os da raca Nelore 18,4 ovdcitos. Esses resultados mostram que
aumentando a porcentagem de sangue Nelore na constituicdo racial, ha também um
incremento na producdo de ovocitos.

A alta producdo de ovdcitos nesta raca € um importante componente para
explicar como OPU/PIV se tornou a opgdo preferencial para producdo de embrides no
Brasil (Pontes et al., 2009).

2.5.2 Maturacéo in vitro (MIV)

Quando os ovdcitos sdo aspirados dos foliculos ovarianos (normalmente

entre 2- 6 mm de diametro) para serem utilizados na PIV, eles ainda sdo imaturos e
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necessitam sofrer o0 processo de maturagao in vitro (MIV) (Sirard et al.,1992; Dode et al.,
2002). Ovdcitos sdao muito sensiveis ao choque térmico, portanto durante a coleta devem
ser mantidos em solugdo salina fosfatada tamponada (Dulbecco’s PBS) ou em TCM-199
(Hepes) em temperatura constante de 38.5 a 39°C evitando oscilacdes (Galli et al., 2003).

As condigdes de maturacdo utilizados na maioria dos laboratérios séo o
meio TCM-199 com sais de EARLE’S suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e gonadotrofinas (FSH, LH), em 5% de CO,em ar a 38.5°C por um periodo de 20-
24h de incubacdo (Dode, et al., 2002; Galli et al., 2003). Neste periodo os ovécitos
completam sua maturacdo com a extrusdo do primeiro corpusculo polar e podem entéo
serem fecundados. Quando as condicdes de coleta e cultivo séo ideais, cerca de 90% dos
ovacitos chegam a metéfase 11 (Galli et al., 2003).

Vaérios fatores afetam o sucesso da maturacdo in vitro de ovocitos, tanto
fatores intrinsecos, quanto fatores especificos do ambiente de cultivo. Dentre os fatores
externos, pode-se citar o meio de maturacdo propriamente dito envolvendo composicao,
osmolaridade, pH, presenca de soro e hormonios; e fatores do ambiente como
temperatura, tensdo de O2 e volume do meio (Holm & Callesen citado em Nagai, 2001).

Varios estudos na tentativa de melhorar a eficiéncia da MIV vém sendo
realizados, com a adicdo de diferentes substancias ao meio. Meios padrdes podem ser
modificados de acordo com os protocolos de cada laboratério, podendo ser
suplementados com fonte de energia como glicose e piruvato; fonte protéica como soro
fetal bovino, BSA, macromoléculas sintéticas (acoolpolivinilico -PVA) (Russell et al.,
2006) e fluido folicular bovino (FFb) (Elmileik et al., 1995). Fatores de crescimento
produzidos pelas células foliculares durante o desenvolvimento do foliculo tais como,
fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-I), fator de crescimento epidermal
(EGF) e fator de crescimento fibroblastico (FGF) ja foram testados durante maturacdo in
vitro (MIV). Usando células foliculares e os hormonios angiotensina Il (Ang Il) e IGF-I,
obteve-se um incremento significativo no indice de desenvolvimento embrionéario
precoce (Giometti et al., 2005)

Um dos fatores que influencia a PIV comercial é o fato de que ovdcitos de
diferentes doadoras necessitam ser cultivados separadamente, muitas vezes, em grupos
pequenos (De Roover et al., 2008). Estudos tém mostrado que quando ovoécitos séo
maturados, em grupo apresentam maior taxa de blastocsito no D 7 do que quando séo
maturados individualmente (Ward et al., 2000). De fato Brum et al. (2005), relataram que
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a producdo de blastocistos bovinos aumentou quando os ovocitos foram maturados em
grupos de 10 e 20, comparado com o grupo de 5 ovdcitos em uma proporgdo (1:10, 1:5 e
1:1 ovdcitos/pl). A quantidade de meio para cada ovdcito, durante a maturacdo, nédo
afetou a clivagem ou a producdo de blastocistos, porém a taxa de eclosdo foi afetada
quando o volume de 1ul de meio por ovécito foi utilizada.

A maioria dos estudos de maturacdo in vitro é realizada com CCOs obtidos
de foliculos com 2-8 mm de didmetro, provenientes de ovarios de matadouro. Devido a
este fator em muitas pesquisas realizadas a origem dos ovarios, coleta, selecdo e
manipulacdo do CCOs antes do inicio da maturacdo sdo minimamente descritas e,
certamente, diferem entre laboratérios. Os dados experimentais obtidos em estudos, que
buscam revelar algum efeito de determinadas substancias sobre o desenvolvimento in
vitro, sdo, por muitas vezes dificeis de interpretar, devido a esta falta de informacdes da
origem do material bioldgico (Bevers et al., 1997). Neste aspecto a utilizacdo de ovocitos
provenientes de OPU de animais com histdrico conhecido é muito interessante e pode ser
mais informativo quando se testa substancias na PIV.

2.5.3 Fecundacéo in vitro (FIV)

Para que a fecundacdo ocorra os espermatozdides precisam atravessar a
camada das células do cumulus, que estdo dispersas em acido hialurénico, com auxilio da
enzima hialuronidase, que digere esse conteddo intercelular. O movimento de
hiperativagdo permite a migracdo dos gametas masculinos em direcdo ao ovocito (Palma,
2001). Os espermatozdéides necessitam estar capacitados para se ligarem aos receptores
ZP3 na zona pelucida (ZP) do ovocito (Silva, 1998) e, entdo sofrerem a reacdo do
acrossoma e ultrapassarem a zona. Ap0Os passarem pela ZP esses chegam ao espaco
perivitelinico, se ligam a membrana plasmatica do ovécito e sdo incorporados ao
ooplasma.

Apo0s a penetracdo do espermatozdide no citoplasma, o ovocito é ativado
respondendo, inicialmente, com a despolarizacdo da membrana plasmatica, aumento das
oscilacdes intracelulares de calcio, exocitose dos granulos corticais e sintese protéica

(Gongalves et al., 2001). Com a finalidade de evitar a penetracdo de mais de um
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espermatozdide, ocorre o bloqueio primario ou vitelinico devido a rapida despolarizacéo
da membrana. O blogueio secundéario ocorre logo ap6s, onde conteddo dos granulos
corticais, enzimas hidroliticas, proteinases e peroxidases, sdo liberadas em toda a
superficie do ovdcito provocando a hidrolise parcial das proteinas da ZP (Goncalves et
al., 2001).

A ativacdo faz com que o ovdcito retome sua atividade metabdlica e
conclua a segunda divisdo meiotica (MII), com a expulsdo do 2° corplsculo polar. Segue-
se, entdo, a descondensacdo da cromatina hapléide do gameta masculino, ocorrendo
formacéo e aposicao dos pronucleos masculino e feminino (Palma, 2001) e singamia.

Portanto, para que a FIV ocorra com sucesso, é necessario que 0s ovocitos
tenham sofrido a maturacdo completa, e que o0s espermatozdides tenham sido
apropriadamente preparados (Dode & Rumpf, 2002), e que 0s mesmo se encontrem um
ambiente adequado.

Dois meios sdo em geral utilizados para FIV, o meio base TALP e 0 meio
base SOF sem glucose. Esses séo suplementados com concentragdes variadas de heparina
e outros fatores importantes para a motilidade e suporte do gameta masculino como a
epinefrina, hipotaurina e penicilamina (PHE). Espermatozoides e ovocitos sdo co-
incubados por um periodo de 18- 20h (Galli et al., 2003) em temperatura de 39 °C, em
atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada (Gongalves et al., 2001).

Com a descoberta da capacitacdo espermatica por Austin e Chang em
1951, foi possivel realizar com sucesso a primeira fecundacdo in vitro em mamiferos
realizada por Chang em 1959 (citado em Kane 2003). Desde entdo, a preparagdo de
espermatozéides para a FIV tornou-se um procedimento importante para obtencdo de
melhores resultados, considerando que espermatozdides moveis, integros e capacitados
sd80 necessarios para que a fecundagdo ocorra (Parrish et al., 1999). Essa preparacdo é
importante ndo sé para remover o plasma seminal ou o crioprotetor, mas também para
selecionar os melhores espermatozoéides disponiveis na amostra a ser utilizada (Dode et
al., 2002; Henkel & Schill, 2003), além de remover agentes infecciosos e debris celulares
(Henkel & Schill, 2003).

Para a preparacdo do sémen a ser utilizado na FIV, varios métodos tém
sido descritos. Entre eles, pode-se citar a lavagem por centrifugacdo, gradientes de

densidade, filtragem em coluna de fibra de vidro e migragdo ascendente. Os mais
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utilizados s&o gradiente de densidade utilizando Percoll e a migragdo ascendente,
conhecida por swim-up (Dode et al., 2002).

Resultados obtidos por Dode et al. (2002) mostraram que o gradiente de
Percoll, lavagem e swim-up podem ser usados para preparar as amostras de sémen para
fecundacdo in vitro. Porém devido a maior porcentagem de espermatozéides mdveis
recuperados e 0 menor tempo necessario para sua realizagdo o método de Percoll é 0 mais
utilizado para a preparacao de espermatozoides bovino a serem utilizados na FIV (Parrish
et al., 1995). Independentemente do método utilizado, os melhores resultados foram
obtidos quando espermatozoides e ovdcitos foram co-incubadas por 12 h. No entanto, a
prorrogacdo desse periodo para até 18 h, ndo teve efeito negativo na taxa de fecundagéo e
clivagem (Dode et al., 2002).

Outro fator importante que afeta o sucesso da PIV é o touro, sendo esta
uma grande fonte de variacdo. Palma & Sinomatz (2004) realizaram um estudo no qual
utilizaram, na PIV, sémen de 63 touros que na IA haviam apresentado taxa de prenhes
aos 60 a 90 dias de 65 a 75% e observaram taxas de blastocisto variando de 6,9 a 51,2%

sendo observadas variagdes significativas.

2.5.4 Cultivo in vitro (CI1V)

Apobs a fecundacdo, os possiveis zigotos sdo transferidos para 0 meio de
cultivo onde permanecem até atingirem o estadgio de blastocisto. O desenvolvimento
embrionario é marcado pela primeira clivagem, a ativagdo do genoma embrionario no
estagio entre 8 e 16 células, a compactacdo da morula e a formagdo do blastocisto entre
os dias 6 e 7 ap0s a FIV. Nesse estagio os embrides podem ser transferidos para o utero
de fémeas receptoras que levardo a gestacéo a termo (Dode & Rumpf, 2002).

Um sistema de cultivo adequado, que proporcione um maior
desenvolvimento com melhor qualidade de embriGes in vitro se tornou uma preocupacao
para a aplicacdo comercial dessa tecnologia. Varios protocolos foram desenvolvidos,
incluindo co-cultivo com células somaticas, cultivo livre de células ou mesmo cultivo in

vivo em ovidutos de ovelhas (Galli et al., 2003).
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O meio mais utilizado atualmente é o meio synthetic oviductal fluid (SOF),
entretanto varios tem sido utilizados tais como meio de cultivo celular 199 (TCM-199),
meio Ham's F-10, CR1 e CR2, suplementados com proteinas, substancias energéticas,
aminoacidos essenciais e nao essenciais. Em geral, os meios utilizados para o cultivo
embrionario sdo suplementados com uma fonte protéica tal como soro fetal bovino
(SFB), soro sintético quimicamente definido (SSS), albumina sérica bovina (BSA), ou as
macromoléculas como alcool polivinilico (PVA) ou polivinilpirrolidona (PVP).

Assim como para a MIV, vérios fatores afetam o sucesso do cultivo in
vitro principalmente fatores especificos do ambiente de cultivo. Considerando que a
quantidade de estruturas com capacidade de desenvolver até o estagio de blastocisto
depende do ovadcito e da M1V, a qualidade dos embrides produzidos é determinado pelas
condi¢des de cultivo. Dentre os fatores ambientais, pode-se citar o meio de cultivo
propriamente dito envolvendo composicdo, osmolaridade, pH, presenca de soro e outros
como temperatura, tensdo de O, e volume do meio.

O estresse oxidativo durante o cultivo tem sido enfatizado como um dos
fatores responsaveis pela menor producdo e ma qualidade de embrides produzidos in
vitro (Corréa et al., 2008). O sistema de cultivo com menor tensdo O, (5%) parece ter um
efeito benéfico no desenvolvimento do embrido. Entretanto, quando o sistema de baixa
tensdo de O, foi comparado com o sistema de alta tensdo com co-cultivo celular, foi
observado que a taxa de blastocisto e o nimero total de células foram semelhantes para
ambos os sistemas (Corréa et al., 2008). Os autores sugeriram que a presenca das células
somaticas atuaria protegendo os embrides contra o estresse oxidativo causado pela alta
tenséo de O..

Outra questdo abordada é a presenca de soro indefinido em meios de
cultivo, pois este apresenta uma variagdo de lote a lote, aumenta o risco de contaminacao
viral ou por prions, e leva a problemas durante o desenvolvimento fetal (Sagirkaya et al.,
2007).

Estudos comparando a producdo de embrides em presencga de soro e BSA
tem mostrado que apesar da qualidade dos embrides serem superiores na presenca de
BSA, as taxas de blastocisto sdo menores incluindo as taxas de eclosédo (Wang et al.
1997; Nedambale et al., 2004). Grupos tém demonstrado que a suplementacdo com soro
tanto durante a maturagdo como no cultivo foi capaz de modificar a cinética do

desenvolvimento embrionario, e a auséncia do soro durante a MIV-FIV aumentou a
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duragcdo do primeiro e quarto ciclo celulares (Oliveira et al., 2006;. Lonergan et al.,
2006). Apesar de possuirem origem e composi¢cdo semelhantes, estudos sugerem que ha
divergéncia no cultivo quando meio contendo soro e BSA sdo comparados. Leme (2008)
observou que o sistema de cultivo suplementado com SFB produziu maior quantidade de
embribes, mais precocemente e estes ndo apresentaram diferenca na qualidade das
estruturas produzidas quanto a criotolerdncia e expressdao de alguns genes, quando
comparados com os produzidos em meio suplementado com BSA ou BSA inicialmente e
termino com SFB.

Quando o soro sintético quimicamente definido (SSS) foi utilizado para
substituir o soro fetal bovino (SFB) durante o cultivo embrionario, foi observado que em
meios de cultura suplementado com 10% SFB (controle), 10% SSS ou 10% SSS + 10
ng/ml do fator de crescimento epidérmico (EGF), as taxas de clivagem e de
desenvolvimento ao estagio de blastocisto ndo diferiram. Porém o nimero de células foi
maior nos blastocistos cultivados em meio contendo SSS e EGF. Esses autores
observaram também que nos embries cultivados em meio suplementado com SSS o
namero de nucleos apoptdticos era maior quando comparado aos embrides cultivados em
SFB (Sagirkaya et al., 2007).

Com relacdo ao cultivo individual ou em grupo, vérios trabalhos tém
mostrado que os embrides cultivados em gotas individualmente apresentaram qualidade
inferior (menor numero total de células), resultando em blastocistos com tolerancia
reduzida a criopreservagdo. Em contraste, o sistema “Well of the Well” modificado
(MWOW) melhora a qualidade do embrido. Esse sistema mWOW propicia, um
microambiente favoravel onde os fatores provenientes do embriGes permanecem no meio
em uma maior concentragdo, permitindo ao mesmo tempo o cultivo individual do

embrido (Pereira et al.,2005).



CAPITULO 2
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1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da estimulacdo ovariana na quantidade e
qualidade de ovdcitos obtidos por aspiracdo folicular transvaginal (OPU) em novilhas
Nelore. Foram utilizadas 27 novilhas ciclicas da raca Nelore, sendo que todos 0s animais
passaram pelos trés tratamentos em delineamento “cross-over”. Os animais foram
sincronizados e no D6 apo6s a manifestagdo do cio foi realizada a ablagao dos foliculos >
5mm de diametro, com colocacdo de implante intravaginal de progesterona e aplicacao de
prostaglandina F,,,. Nos animais do grupo controle (Tc) a OPU foi realizada no D12 ap6s
estro; no grupo SOV-LH (T1) no D8 apos estro teve inicio a administracdo de FSH (162
UI-PLUSET ®) em 6 doses decrescentes de 12 em 12 horas, e a OPU foi realizada 36
horas ap06s a Ultima aplicacdo de FSH, sendo que 6 horas antes da OPU os animais
receberam uma aplicacdo de 25mg de LH; no grupo SOV (T;) os animais receberam o
mesmo tratamento do T1, porém sem aplicacdo de LH. No momento da OPU os foliculos
foram contados, classificados pelo tamanho em > 6 mm e < 6 mm e aspirados
separadamente de acordo com o tamanho. Os CCOs recuperados foram classificados de
acordo com a qualidade morfolégica (1-4) e os de qualidade grau 1,2,3 foram utilizados
para a PIV. Um total de 833 ovdcitos foram maturados e fecundados in vitro, sendo que a
taxa de clivagem foi avaliada no D2 (48h ap6s a inseminacdo) a taxa de blastocisto
avaliada nos dias 6,7,8 e a taxa de eclosdo no dia 8. Para detectar a existéncia de efeito do
tamanho dos foliculos (>6 mm e <6 mm) e tratamentos hormonais (Tc, T1, T2), bem
como suas interacfes sob a taxa de ovocitos recuperados e producdo de embrides foi
utilizado o modelo linear generalizado misto (MLGM). Para o namero de foliculos
aspirados, ajustou-se um modelo linear generalizado misto familia quase Poisson, com
funcdo de ligacdo log, para analisar a taxa de eclosdo foi utilizado o modelo linear
generalizado familia binomial. Os resultados indicaram que o tratamento T2 (8,5 £ 5,5)
apresentou nimero médio de ovdcitos recuperados maior (P<0,05) do que o T1 (7,2 +
4,3) e 0 Tc (6,7 = 4,3). Quando as médias foram avaliadas por tamanho de foliculo, foi
observado nimero médio de ovocitos recuperados a por sessdo maior (P<0,05) nos
foliculos <6 mm (9,3 £ 5,4) em compara¢do aos >6 mm (5,7 £ 3,2). O nimero de
foliculos <6 mm foi maior (P<0,05) no Tc (34,8 + 16,3) em relacdo ao T1(8,5 + 8,6) e T2
(10,1 = 7,6), e estes foram semelhantes (P>0,05). Ja para foliculos >6mm um maior
namero foi observado no T1(23,5 + 11,5) e T2 (19,1 + 6,8) em comparacdo ao Tc (1,8 £
1,4) (P<0,05). A producédo de ovocitos de qualidade I, 1l e 11l de foliculos < 6mm, foi
maior no Tc em comparacao aos tratamentos T1 e T2 (P<0,05). Para foliculos < 6mm o
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T2 produziu mais ovdcitos de qualidade | em média, 2,62 vezes maior (P<0,05) em
relacdo ao T1. O contrario ocorreu na producdo de ovocitos de qualidade I, 11 e 111 de
foliculos >6mm onde T1 e T2 foram semelhantes, porem produziram mais ovécitos que
Tc (P<0,05). Os resultados mostraram que a taxa de blastocisto ndo diferiu entre os
tratamentos (P>0,05) quando apenas os foliculos menores do que 6 foram avaliados,
sendo 31,2+12,2%, 31,0£16,9% e 24,3+14,1% para Tc, T1 e T2, respectivamente.
Entretanto, quando o tamanho do foliculo >6mm foi considerado, um aumento (P<0,05)
na taxa de blastocistos foi observada nos tratamentos T1 (47,8+21,2%) e T2
(39,1+19,8%) em relacdo ao Tc (22,2+44,1%). O efeito do tratamento hormonal na
producdo embrionaria também foi detectado quando a analise global foi realizada
independente do tamanho do foliculo, sendo a taxa de blastocisto maior (P<0,05) no T1
(39,4+20,5%) e T2 (31,7£18,4%) em relacdo ao Tc (26,7+£31,7%). A taxa de eclosao foi
semelhante entre todos os tratamentos considerando ou ndo o tamanho folicular (P>0,05).
A superestimulacdo ovariana, com ou sem aplicacdo de LH, aumentou a producdo de
embrides in vitro em novilhas Nelore. Portanto a aplicacdo de FSH na onda sincronizada
para aspiracdo folicular pode ser uma alternativa viavel para a producdo comercial de
embrides in vitro.

Palavras chaves: estimulagdo hormonal, Bos indicus, fecundagéo in vitro, producéo in
vitro de embrides.
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2 ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of ovarian stimulation in quantity and
quality of oocytes obtained by ovum pick up (OPU) in Nellore heifers. Twenty seven
Nellore cyclical heifers were used in a cross-over experimental design, where all the
animals passed by each of the three treatments. All animals were sincronized and on D6
after estrus detection the ablation of follicles > 5 mm in diameter was performed and the
animals received an intravaginal implant of progesterone and an application of
prostaglandin F,,. In the animals of the control group (Tc) the OPU was performed on
D12 after estrus; in the group SOV-LH (T1) on D8 after estrus, it has started the
administration of FSH (162 UI-PLUSET ®) in 6 decreasing doses of 12 to 12 hours, the
OPU was performed 36 hours after the last application of FSH and, 6 hours before OPU
the animals received one application of 25 mg of LH; in the group SOV (T2) the animals
received the same treatment as T1, but without the application of LH. At the time of OPU
follicles were counted and classified by the size in > 6 mm and <6 mm, and then were
aspirated separately. The recovered COCs were classified according to morphological
quality (I-1V) to quality in grade I, Il, 11l and were used for I\VP. A total of 833 oocytes
were matured in vitro, cleavage rate was evaluated on D2 [48 h post insemination (pi)]
and blastocyst rate on day 6, 7 and 8 pi, being the hatching rate evaluated on D8 pi. To
detect effect of the follicles size (> 6 mm and <6 mm) and hormonal treatments (Tc, T1,
T2) and their interactions in the rate of retrieved oocytes and embryo production the
generalized linear mixed model (MLGM) with normal distribution and log link function
was used. For the number of aspirated follicles, a generalized linear mixed model almost
Poisson family was adjusted with log link function. To analyze the hatching a generalized
linear model binomial family was used. The results indicated that in T2 treatment (8.5 £
5.5) a higher number of oocyte was recoverd (P<0.05) than in T1 (7.2 £ 4.3) and Tc (6.7
* 4.3). When the means were evaluated by follicles size, it was observed a higher number
of oocytes per session (P<0.05) in follicles <6 mm (9.3 = 5.4) compared to >6 mm (5.7 £
3.2). The number of follicles <6 mm was higher (P <0.05) in Tc (34.8 £ 16.3) compared
to T1 (8.5 £ 8.6) and T2 (10.1 = 7.6), which were similar between them (P>0.05). For
follicles > 6 mm a larger number was observed in T1 (23.5 + 11.5) and T2 (19.1 £ 6.8)
compared to Tc (1.8 £ 1.4) (P<0.05). On follicles <6 mm, higher number of oocytes
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grade I, Il and 111 were recovered in Tc compared to treatments T1 and T2 (P<0.05). For
follicles <6 mm the T2 produced more oocytes quality I, being 2.62 times higher
(P<0.05) than T1. In contrast, for follicles > 6 mm number of oocytes grade I, Il and 111
was similar between T1 and T2, but it was lower in Tc (P<0.05). The results showed that
the blastocyst production did not differ between treatments (P>0.05) when only the
follicles smaller than 6 mm were considered, being 31.2 + 12.2%, 31.0 + 16.9% and 24.3
+ 14.1% for Tc, T1 and T3, respectively. However, when only follicle > 6 mm were
considered, an increase (P<0.05) in blastocyst rate was observed in T1 treatments (47.8 +
21.2%) and in T2 (39.1 + 19.8%) compared to Tc (22.2 + 44.1%). The effect of hormonal
treatment on blastocyst production was also detected when a global analysis was
conducted independent of follicle size, being the blastocyst rate higher (P<0.05) in T1
(39.4 £ 20.5%) and T2 (31.7 £ 18.4 %) than in Tc (26.7 £ 31.7%). The hatched rate was
similar among all treatments considering or not the follicular size (P>0.05), in the general
analysis the hatched rate was similar for Tc (39.0+12.2%), T1 (38.7+£25.3%) and T2
(35.524.1%). The ovarian stimulation, with or without application of LH, increased the in
vitro production of embryos in Nellore heifers. Therefore the application of FSH in the
synchronized wave for follicular aspiration may be a viable alternative to the commercial
production of embryos in vitro.

Key words: hormonal stimulation, Bos indicus, in vitro fertilization, in vitro embryo
production.
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3 INTRODUCAO

A utilizacdo de biotecnologias reprodutivas na producdo animal, tais como
a transferéncia de embrides (TE) e a aspiracdo folicular associada a producéo in vitro de
embrides (PIV), possibilita aumentar o nimero de nascimentos por doadora de alto
mérito genético (Yang et al., 1998).

Apesar de inumeros estudos realizados nos ltimos 30 anos com o objetivo
de melhorar a eficiéncia da PIV, a propor¢do de embrides que atingem o estagio de
blastocisto dificilmente € superior a 40% (Lonergan & Fair, 2008). O sucesso da PIV
dependente de um conjunto béasico de tecnologias de reproducdo que sdo
interdependentes e que envolve a obtencdo de ovécitos imaturos dos foliculos ovarianos,
maturacdo in vitro de ovdcitos, fecundacao in vitro, e cultivo in vitro de embrides (Kane,
2003). Dentre todos os fatores que influenciam a P1V, o foliculo de origem parece ser um
fator determinante na obtencdo de ovdcitos com maior capacidade de produzir
blastocistos saudaveis, 0 que estd normalmente associado com maiores taxas de prenhes
(Sirard, et al., 2006). Isso permite supor que a competéncia pode ser adquirida em
condicdes foliculares especificas.

Portanto, modificacGes do ambiente folicular pela utilizacdo de diferentes
protocolos hormonais podem aumentar a competéncia de ovocitos obtidos por aspiracéo
transvaginal. De fato, estudos indicam que a inducdo da diferenciacdo folicular pela
manipulagdo do protocolo de estimulagéo ovariana, como por exemplo, uma privacéo de
FSH ou “Coasting”, apds o tratamento superestimulatorio resultou na recuperagéo de

ovocitos mais competentes, sendo, a maioria, capaz de se desenvolver até o estagio de
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blastocisto (Blondin et al., 2002). Esse periodo de privagdo induziria um inicio de atresia
que enviaria um sinal para que o ovocito adquirisse a competéncia (Sirard et al., 2006). A
utilizacdo desses protocolos representa uma ferramenta importante para a utilizacéo
comercial da PIV, visto que a melhora da qualidade dos ovocitos é fundamental para
aumentar o nimero de ovocitos utilizaveis por sessdo de aspiracdo, e conseqlientemente,
0 numero de crias por fémea.

Entretanto, esse efeito benéfico da estimulacdo hormonal seguido por um
periodo de privacdo de FSH na qualidade dos ovoécitos nao foi observado quando fémeas
zebuinas foram utilizadas (Monteiro et al., 2009). E possivel que as diferencas existentes,
em varios aspectos reprodutivos, entre Bos indicus e Bos taurus sejam responsaveis pela
falta de resposta quando tratamento hormonal semelhante foi usado para esses dois tipos
de animais. Portanto, mais estudos sdo necessarios para determinar se o periodo de
privacdo de FSH afeta os resultados da PIV em fémeas zebuinas, e qual o melhor
protocolo a ser utilizado nesses animais.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da estimulagédo
ovariana seguido por um periodo de restricdio de FSH em novilhas Nelore antes da

aspiracdo folicular transvaginal, sobre o numero e qualidade dos ovdcitos recuperados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Ao menos que indicado, os produtos quimicos foram adquiridos da Sigma
(Sto Louis MO, USA). Todos os meios utilizados para PIV de embrides, meio de
maturacdo, meio de fecundagdo, meio de lavar espermatozéide (SP-TALP), gradiente de
Percoll 90% e o meio synthetic oviductal fluid (SOF) foram produzidos no Laboratério

de Reproducdo Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4.2 Local

O experimento foi realizado no Campo Experimental Sucupira, Estacédo
Experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizado a Sudoeste da
cidade de Brasilia— DF (15°52’ a 15°56°S e 48°00° a 48°02°W), com altitudes que variam
de 1050 a 1250m. O clima predominante é o tropical chuvoso, indicando invernos secos e
verdo chuvoso. A fazenda conta com uma area total de 1763,118ha, distribuida em &reas

de cerrado, pastagem e agricultura (Walter e Sampaio, 1998).
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4.2 Animais

Foram utilizadas 27 novilhas ciclicas da raca Nelore, com peso médio de
510 Kg, (peso medido semanalmente) e média de escore de condigcdo corporal 3,75
(escore 1-5), com aproximadamente 3,5 anos de idade, os animais foram mantidos em
confinamento recebendo silagem de sorgo, com sal proteinado e dgua ad libidum. Estes
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais (n=9) Tc= Controle, T, e
T, Todos os animais passaram pelos trés tratamentos em delineamento “cross-over”,

sendo respeitado um intervalo de 30 dias entre o inicio de cada repetigao.

4.3 Producdo de Embrides In Vitro

4.3.1 Recuperacdo de ovocitos, selecdo e maturacdo in vitro

Os animais submetidos ao procedimento de aspiracdo folicular foram
presos em tronco de contencdo bovino, e apos a anti-sepsia local foi realizada anestesia
epidural baixa com lidocaina 2% (3 a 5 ml) (Anestésico L Pearson, Eurofarma, Brasil). A
guia foi posicionada no fornix vaginal, sendo direcionado para o mesmo lado do ovério a
ser aspirado (direito/esquerda). Os ovacitos foram aspirados em PBS (Phosphate buffered
saline) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (Sigma ®) e 1pl/ml de heparina
sodica (Liquemine® i.v. Roche, Suica), a temperatura de 39°C. A pressdo de aspiragdo
utilizada foi de 13 a 15 ml/min., os ovécitos recuperados em tubo conico de 50 ml foram
levados imediatamente ao laboratério onde passaram por filtragio em malha de 80um
sendo, posteriormente, submetidos ao processo de sele¢cdo em esteromicroscopio (Zeiss —
Stemi SV6, Alemanha®) e posterior maturago in vitro.

O equipamento utilizado consistiu de um aparelho de ultrasom (Aloka
SSD 500® Japao), acoplado a uma probe com transdutor setorial micro-convexo de 7,5
MHz modelo UST 9125- 7.5 (Aloka ®, Jap&o) e um guia transvaginal WTA® (Brasil),
uma bomba de vacuo Cook ® VMARS5100 (Australia), acoplada a um sistema com uma
agulha 18G [(0,9 x 70) WTA® (Brasil)].
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Para controle do sistema de producdo in vitro do laboratorio foram
utilizados ovécitos de vacas mesticas (Bos indicus x Bos taurus) recuperados de ovarios
coletados em abatedouro local e transportados em solucéo salina aquecida (NaCl 0,9%)
suplementada com penicilina G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (100 pg/mL) a
35° C. Complexos cummulus ovdcito (CCOs) foram aspirados de foliculos de 2-8 mm
com escalpes 18G. O liquido folicular aspirado com os CCOs foi depositado em tubo
conico de 15 ml. Apbs passaram por filtragdo em malha de 80um, os CCOs foram
recuperados e selecionados com auxilio de estereomicroscopio.

A classificacdo ovocitaria utilizada foi a descrita por Caixeta & Dode
(2008) em que os CCOs foram considerados de qualidade 1-4, conforme resumido
abaixo:

Qualidade 1. Ovocitos com citoplasma homogéneo e com granulagdes
finas e multiplas camadas compactas de células do cumulus.

Qualidade 2. Ovocito com citoplasma homogéneo com pequenas areas
mostrando pigmentacgdes irregulares, cimulos compacto menor do que na categoria 1
com pelo menos 5 camadas completas.

Qualidade 3. Ovocito com citoplasma heterogéneo/vacuolizado, zona
pellcida coberta com pelo menos 3 camadas de células do cumulus e/ou com pequenas
areas desnudas

Qualidade 4. Citoplasma heterogeneamente pigmentado e o cumulus
completamente/parcialmente ausente ou expandido.

Para este experimento foram utilizados os ovécitos de qualidade 1, 2 e 3.
Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos para gotas de 50ul (quando
colocados até 10 ovocitos), gotas de 100ul (quando colocados 11 a 20 ovdcitos), gotas de
150 pl ( quando colocados 21 a 29 ovocitos) ou gotas de 200 pl (quando colocados 30-35
ovocitos) de meio de maturacao sob oOleo de silicone. Os CCOs dos grupos Tc e T, foram
maturados por 24 h a 39°C em 5% de CO, em ar. J& no grupo T3, os CCOs foram
incubados por 18 h a 39°C em 5% de CO, em ar. O meio de maturacdo consistiu de TCM
199 com sais de Earl’s (Invitrogen®, CA, USA) suplementado com 12 Ul/ml hormonio
luteinizante (LH Sigma ®), 0,01 Ul/ml de hormonio foliculo estimulante (FSH —
Sigma®), 0,1g/ml de L-glutamina (Sigma ®), 10% de soro fetal bovino (SFB -
Invitrogen®, CA, USA) e antibidtico (Amicacina 0,075 mg/ml).
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4.3.2 Fecundagcao in vitro e cultivo de embrides

4.3.2.1 Selecdo espermatica

Sémen de um touro Nelore previamente testado e aprovado para P1V, foi
descongelado e as células espermaticas foram selecionadas por centrifugacdo em
gradiente descontinuo de Percoll (45-90%). As amostras de sémen foram colocadas sobre
um volume total de total de 800 uL, sendo 400 uL de gradiente de Percoll 45% e 400 uL
de gradiente de Percoll 90%, colocados em microtubo de 2 mL a 5.000 g por 5 min
(Machado et al., 2009). O gradiente de Percoll 45% foi preparado com 200ul de Percoll
90% e 200ul de SP-TALP (Parrish et al., 1995). Apods a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi centrifugado por 5 min em SP-TALP a 5.400 g. Posteriormente,
0 pellet resultante foi ressuspendido com 80 pl de SP-TALP, avaliado para motilidade e
concentragéo e utilizado para a FIV.

4.3.2.2 Fecundagcao in vitro

Os ovocitos maturados foram transferidos para gotas (com volume
ajustado ao numero de estruturas) de meio de fecundacdo. Apds a centrifugacdo no
Percoll, foi realizada a contagem dos espermatozéides no hematocitbmetro, sendo que a
concentracdo final na gota de fecundagdo foi de 1x10° espermatozdides vivos/mL.
Espermatozoides e ovocitos foram co-incubados por 18 a 20h a 39°C com 5% de CO;, em
ar, sendo o dia da inseminacdo in vitro considerado o D0. O meio de fecundacao utilizado
foi o meio TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com 2 mM de penicilamina (Sigma
®), 1 mM de hipotaurina (Sigma®), 250 mM de epinefrina (Sigma®) e 10 pg/ml de
heparina (Sigma®).
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4.3.3 Cultivo in vitro

ApoGs a co-incubacdo, os possiveis zigotos foram lavados e transferidos
para gotas de meio SOFaaci (Holm et al., 1999) suplementado 0,34 mM de sodium tri
citrato (Sigma®); 2,77 mM de myo-inositol (Sigma®) e 5% de SFB e cultivados a 39 °C
e 5% CO, em ar. Os embrides foram avaliados no D2 pos-inseminacdo (pi) quanto a

clivagem e no D6 e D7 e D8 pi quanto a taxa de blastocisto.

4.3.4 Avaliacdo do estagio de maturacgdo ovocitaria

Para avaliacdo do estagio de maturacao ovocitaria foi utilizada a coloracao
com lacmoide. Para isto, em cada réplica, no momento da transferéncia dos ovécitos
selecionado para o meio de maturagdo MIV, uma amostra de cada tratamento (Tc = 73,
T1= 60, T2=63) foi retirada. Os ovacitos foram transferidos para uma gota de 200 puL de
PBS, desnudados e fixados em solucdo de metanol e acido acético glacial (3:1) por pelo
menos 24 horas. Apés a fixacdo, os ovocitos imaturos foram lavados e corados com
solucdo de lacmdide 1% em &cido acético glacial 45%. A leitura das I&minas foi realizada
em microscopio de contraste de fase sob imersdo com aumento de 1.000 x (Nikon Eclipse
E200), sendo os ovacitos classificados de acordo com o estagio de maturacdo em vesicula

germinativa, metéafase I, anéfase I, tel6fase | e metéfase II.

4.4 Delineamento Experimental

4.4.1 Tratamentos

Os animais de todos os grupos receberam uma aplicagéo de 15 ml (s.c.) de
Roborante Calier® (Hertape Calier, Espanha) e foram submetidos a um protocolo de

sincronizagdo de estro prévio ao inicio dos tratamentos e o dia do cio foi considerado

como DO. Os tratamentos utilizados (Figura 2.1 e 2.2) estdo descritos abaixo:
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D-10 D-5 D-2 D-1 Do

i

“P4+  2mlPGF2a /P4 1mgBE Cio
2mg BE

Figura 2.1 — Esquema do protocolo hormonal utilizado nos
grupos experimentais, tratamento controle (Tc), tratamento
1 (T1) e tratamento 2 (T2) para sincronizacdo de cio,
representando os dias (D) de aplicacdo e 0s hormdnios
utilizados.

O protocolo de sincronizacdo de estro consistiu de no dia -10 (D-10)
colocagdo de implante intravaginal de Progesterona [(Primer® Grascon, Brasil) (segundo
uso)] associado a aplicacdo de 2mg de Benzoato de Estradiol (i.m.) (RIC-BE®, Brasil).
No dia -5 aplicacio de 2ml (i.m.) de Prostaglandina F,, [(0,150 mg de d-
Cloprostenol)(Prolise® ARSA S.R.L Argentina)]. No dia -2 foi procedida a retirada do
implante intravaginal de P4, e no dia -1 administrado 1mg de Benzoato de Estradiol (i.m.)
(RIC-BE®, Brasil). No dia 0 foi realizada a observagéo de estro, sendo que no dia em que

0 mesmo foi detectado se deu o inicio aos tratamentos.
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Controle
(B1] D& DS 09 D10 011 D12
Cio Ablacdo fol W P4
M pa+ OPU 36 hs

2ml PGF2o

Tratamento g5y (T1)

Do D6 D& DI D10 D11 D12
FSH FSH  FSH

-ttt

Cio Ablagdo folFSH FSH FSH 30 hs/ 25mg LH
T pa+ 162 Ul Pluset J P4
2ml PGF2o CPU 36 hs

Tratamento .z (T2)

Do D6 D& D3 D10 D11 D12
FSH FSH  FSH

¥t

Cio .ﬂ.blal;ﬁo fol FSH F5H F5H ‘ P4
‘T" P4+ 162 Ul Pluset QP 36 hs
2ml PGF2o

Figura 2.2 — Esquema do protocolo hormonal utilizado nos diferentes
grupos experimentais, tratamento controle (Tc), tratamento 1 (Tesu- Ln)
e tratamento 2 (Tgsy) representando os dias (D) de aplicacdo e 0s
horménios utilizados.

OPU- Ovum pick-up (Aspiracao folicular transvaginal).

Tc = Controle: No D6 ap0s a sincronizacdo e observagdo de estro 0s animais
foram submetidos a uma sessdo de aspiracdo em que todos os foliculos acima de > 5 mm
foram puncionados (ablagéo folicular). Logo apds a aspiracédo foi colocado um implante
intravaginal de Progesterona (Primer® Grascon, Brasil) e aplicado 2ml (i.m.) de
Prostaglandina F», (0,150 mg de d-Cloprostenol)(Prolise® ARSA S.R.L Argentina). No
D12 ap0s estro procedeu-se a AFT com a aspiracdo dos foliculos > 6 mm e < de 6 mm
separadamente.

T1 = Idem ao Tc, porém no D8 teve inicio a administracdo de FSH (162 Ul -
PLUSET ®, Hertape Calier, Espanha) em 6 doses decrescentes de 12 em 12 horas (40%,
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30%, 20% , totalizando 90% da dose de superestimulacdo convencional). A aspira¢do dos
foliculos > 6 mm e < de 6 mm separadamente foi realizada 36 horas apés a Ultima
aplicacdo de FSH. Seis horas antes da aspiracdo folicular (as 30hs) procedeu-se a
administracéo de 25mg de LH (Lutropin®, Bioniche Animal Health, Canadd)

T, = Idem a T1, porém sem aplicacdo do LH as 30hs apos a ultima aplicacdo de
FSH.

Em todos os grupos para acompanhamento de dinamica folicular foram realizadas
avaliacdes com ultrasonografia transretal (Aloka SSD 500® Japao), utilizando uma probe
com transdutor linear retal de 7,5 MHz modelo UST 5541- 7.5 (Aloka ®, Jap&o), em DO,
D6, D8 e D12.

4.5 Anéalise Estatistica

Para detectar a existéncia de efeito do tamanho dos foliculos (>6 mm e <6
mm) e tratamentos hormonais (Tc, T1, T2), bem como suas interacdes sob a taxa de
ovocitos recuperados, e producdo de embrides utilizou-se os modelos lineares
generalizados mistos (MLGM) (Mccullagh & Nelder 1989), com distribui¢do normal e
funcdo de ligacdo log. Para o numero de foliculos aspirados, ajustou-se um modelo linear
generalizado misto, familia “quase—Poisson” com funcdo de ligacdo log. Para analisar a
qualidade dos ovocitos recuperados, 0 MLGM com distribuicdo Poisson inflacionada de
zeros com funcéo de ligacdo log. Para analisar a taxa de ecloséo foi utilizado o modelo

linear generalizado familia binomial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

As médias do nimero de ovécitos recuperados em cada tratamento e em
cada grupo de tamanho de foliculo sdo apresentadas na Tabela 2.1.

O tratamento FSH (T2) apresentou maior numero de ovocitos recuperados
dos que os demais. Quando a média foi calculada levando em consideracdo apenas o
tamanho de foliculo foi observado que os foliculos <6 mm proporcionaram uma maior

quantidade de ovocitos comparados aos >6mm.



Tabela 2.1 — Média do nimero de ovdcitos recuperados por
tratamento hormonal (Tc, T1, T2), e média de ovocitos
recuperados de foliculos maiores e menores que 6mm de
didmetro

Média + Desvio Padrao

Tratamentos Hormonais

Tc 6,7+43°

T1 72+43°%

T2 85+55"

Tamanho do Foliculo

<6 93+54°

>6 57+32°

D Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam diferenca
estatistica (P<0,05).

Tc: Grupo controle.
T1: Grupo FSH + 36hs de privacdo de FSH+ LH.
T2: Grupo FSH + 36hs de privacao de FSH.
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A taxa de recuperacdo em foliculos >6mm foi 61% (1197 foliculos

aspirados/734 ovdcitos recuperados) e a de foliculos <6mm 94,34% (1375 foliculos

aspirados/1297 ovdcitos recuperados).

A distribuicdo média dos foliculos aspirados dos diferentes tamanhos em

cada tratamento estd apresentada na Tabela 2.2. O grupo Tc apresentou uma maior

quantidade (P<0,05) de foliculos <6mm no momento da aspira¢do do que os grupos T1 e

T2. Em contraste, a quantidade de foliculos >6mm foi maior (P<0,05) nos tratamentos

em que os animais foram superestimulados (T1 e T2), independente de terem recebido ou

ndo administracdo de LH ao final do tratamento.

Tabela 2.2 — Distribui¢cdo média do namero de foliculos aspirados de acordo com

os tratamentos Tc, T1, T2, e tamanho dos foliculos

Tamanho do foliculo (mm)

Média + DP
Tratamento <6 >6
Tc 34,8 + 16,32 1,8+ 1,42
T1 8,5+8,6° 235+11,5°
T2 10,1 + 7,6° 19,1 + 6,8°

P Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferenca estatistica (P<0,05).

Tc: Grupo controle.
T1: Grupo FSH + 36hs de privagdo de FSH+ LH.
T2: Grupo FSH + 36hs de privacéo de FSH.

A producdo de ovocitos de qualidade I e 1l de foliculos < 6mm foi maior

no Tc em comparagdo aos tratamentos T1 e T2 (P<0,05) (Tabela 2.3). Porém para
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foliculos < 6mm o T2 produziu mais ovdcitos de qualidade I, em média 2,62 vezes mais
(P<0,05), do que o T1. Em contraste, a recuperacdo de ovocitos de qualidade I e 1l de

foliculos >6mm nos tratamento T1 e T2 foi semelhante e maior do que no Tc (P<0,05).

Tabela 2.3 — Distribuicdo média do numero de ovécitos dos varios graus de qualidade de
acordo com tratamento (Tc, T1, T2) e tamanho de foliculo

Qualidade dos Ovdcitos

Tamanho

Foliculo

(mm) Tratamento I I Il v
Tc 2,1+3,3 6,4+6,62 6,3+4,32 16,0+10,72
T1 0,2+0,7° 1,4+1,8° 2,843,5 3,443,3°

<6 T2 0,7+1,2° 1,942,5° 2,642,4 4,8+4,7°
Tc 0,1%0,3" 0,1+0,4° 0,04+0,2° 0,610,9"
T1 1,3+1,72 2,8+3,0° 3,56+2,0% 5,2+6,5

>6 T2 0,8+1,32 2,8+1,32 3,042 42 5,2+3,6°

P Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferenca estatistica (P<0,05).
Tc: Grupo controle.

T1: Grupo FSH + 36hs de privacdo de FSH+ LH.

T2: Grupo FSH + 36hs de privagéo de FSH.

Amostras de ovécitos de todos os tratamentos foram retiradas logo ap6s a
aspiracdo folicular para determinacdo do estadgio da meiose. Dos 196 ovdcitos avaliados

todos se encontravam em estagio de vesicula germinativa (Figura 2.3).

Figura 2.3 - Imagem microscopica dos ovdcitos corados com lacmdide (1%), mostrando a
presenca da Vesicula Germinativa (setas pretas), aumento de 1.000 x (Nikon Eclipse
E200).
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A média de clivagem e produgdo embrionaria (Tabela 2.4) de ovocitos
aspirados de foliculos <6mm foi semelhante (P>0,05), entre os trés tratamentos. No
entanto, a taxa de clivagem e producdo embrionéria de ovdcitos aspirados de foliculos
>6mm foi maior (P<0,05) nos tratamentos T1 e T2 quando comparados ao Tc (Tabela
2.5).

Tabela 2.4-Taxas de clivagem, e blastocisto no dia 6 (D6), dia 7 (D7) e dia 8 (D8) de
cultivo e taxa de eclosdo no dia 8, nos tratamentos Tc, T1, T2 para ovocitos obtidos de
foliculos menores que 6 mm

N©° Clivagem D6 D7 D8 Eclosdo
ovécitos (% +DP.) (%+DP) (%+DP) (%+DP) (%+DP)
Tc 300 70,2+11,7 14,7+9,7 29,0114 31,2+12,2 39,7+11,7
T1 92 69,6+12,9 7,9+8,6 28,8+15,6 31,0+16,9  38,5+27,0
T2 113 70,1+19,2 11,6+11,1 22,7+13,2 24,3+14.1 52,1+25,9

2P Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferenca estatistica (P<0,05).
Tc: Grupo controle.

T1: Grupo FSH + 36hs de privacdo de FSH+ LH.

T2: Grupo FSH + 36hs de privacéo de FSH.

Tabela 2.5- Taxas de clivagem, e blastocisto no dia 6 (D6), dia 7 (D7) e dia 8 (D8) de
cultivo e taxa de eclosdo no dia 8 nos tratamentos Tc, T1, T2, para ovocitos obtidos de
foliculos maiores que 6mm

N° Clivagem D6 D7 D8 Eclosédo
ovacitos (% +D.P.) (%+D.P) (%+D.P) (%xD.P) (%z+ D.P.)
Tc 7 44, 4+46 4° 11,1433,3° 222+441°  22,2+44,1° -
T1 165 77,5+19,8° 22 7+14.4%  40,4+18,4%  47,8+21,2° 36,8+25,1°
T2 156 83,5+15,9° 25,6+13,6° 36,5+17,4*  39,1+19,8° 34,8+23°

2P Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferenca estatistica (P<0,05).
Tc: Grupo controle.

T1: Grupo FSH + 36hs de privacdo de FSH+ LH.

T2: Grupo FSH + 36hs de privacéo de FSH.

Quando a média da produgdo embriondria foi comparada entre 0s
tratamento avaliando conjuntamente ovacitos aspirados de foliculos <6 e >6mm (Tabela
2.6), foi constado que os animais dos grupos T1 e T2 produziram mais embrides (P<0,05)

do que os do grupo Tc. No entanto a taxa de eclosdo néo diferiu entre os tratamentos.
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Tabela 2.6— Taxas de clivagem, e blastocisto no dia 6 (D6), dia 7 (D7) e dia 8 (D8) de
cultivo e taxa de eclosdo no dia 8 nos tratamentos Tc, T1, T2, para ovocitos obtidos de
foliculos menores e maiores que 6mm

N° Clivagem D6 D7 D8 Eclosao

ovocitos (%+D.P.) (%xD.P.) (%x D.P.) (%=+ D.P.) (%= D.P.)
Tc 307 57,3+35,4% 12,9+23,9* 25,6+31,4* 26,7+31,7% 39,0+12,2°
T1 257  73,5+16,7° 15,3+13,8" 34,6+17,6° 39,4+20,5° 38,7+25,3"
T2 269  76,8+18,4° 18,6x14,0° 29,6+16,6° 31,7+18,4° 355+24,1°
P Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferenca estatistica (P<0,05).
Tc: Grupo controle.
T1: Grupo FSH + 36hs de privacdo de FSH+ LH.
T2: Grupo FSH + 36hs de privacdo de FSH.

Para monitorar as condi¢fes do laboratdrio foi realizada, simultaneamente
aos tratamentos, a PIV utilizando ovocitos obtidos de ovéarios provenientes de abatedouro.
O numero total de estruturas foi de 315 ovdcitos, sendo que as taxas de clivagem foram
de 80,3%, de blastocisto em D6 18,4%, em D7 35,8% e em D8 40,3%.

5.2 Discussao

Este estudo foi realizado visando avaliar o efeito da superestimulacéo
ovariana antes da aspiracdo folicular nas taxas de producéo in vitro de embrides. O foco
do estudo foi, portanto, estabelecer um protocolo hormonal que proporcione uma maior
quantidade de ovocitos mais competentes. De fato, os resultados mostraram que pela
estimulacdo hormonal da onda folicular sincronizada por ablacdo dos foliculos > Smm ¢
possivel aumentar a quantidade de embrides produzidos in vitro.

Alguns fatores, porém devem ser considerados quando se realiza a
superestimulacdo prévia a aspiragdo folicular, tais como (1) taxa de recuperacdo, (2)
método de sincronizacao de onda, (3) qualidade ovocitaria, entre outros.

Com relagdo a taxa de recuperacdo no presente estudo, os resultados
mostraram que essa foi influenciada pelo tamanho do foliculo (P<0,05), sendo mais baixa
em foliculos maiores que 6mm (61%) em relagdo aos foliculos menores que 6mm
(94,3%).
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Outros autores também observaram uma taxa de recuperagdo menor
quando foliculos maiores foram aspirados (Blondin et al., 1995; Goodhand et al., 1999;
Seneda et al., 2001; De Roover et al.,2005). A melhor eficiéncia de recuperacdo de
ovocitos ocorre quando os foliculos ovarianos apresentam didametros menores que 5 mm
(Seneda et al., 2005). A taxa global de recuperacdo ovocitaria, ou seja, aspiragdo dos
foliculos maiores e menores de 6 mm foi de 78,96%, que é similar aos encontrados na
literatura (Manik et al., 2003; De Roover et al., 2005; Durocher et al., 2006).

A menor taxa de recuperagdo em foliculos > 6 mm pode ser devido a
dificuldade da aspiracdo folicular. Apesar dos foliculos maiores serem tecnicamente mais
faceis de acessar do que os menores, neste experimento foi observado que a medida que
os foliculos maiores véo sendo aspirados, a dificuldade de manipulagdo do ovério pelo
técnico aumenta, o que também pode comprometer o resultado da recuperacdo. O maior
volume e a pressdo interna do foliculo também dificultam a recuperacdo do ovdcito
(Goodhand et al., 1999).

Além disso, o colapso da parede do foliculo ao redor da agulha pode
impedir o fluxo ou envolver o ovacito, dificultando sua recuperacdo em foliculos maiores
(Goodhand et al., 1999). O uso de agulha de maior didmetro com vacuo de aspiracdo
crescente pode aumentar a taxa de recuperacao ovocitaria. No presente estudo, no entanto
foi utilizado véacuo constante de 13 a 15 ml de H,O/min que pode néo ter sido suficiente
para melhorar indices de recuperacdo ovocitaria em foliculos maiores que 6mm.

A média de ovocitos recuperados por aspiracdo foi maior no grupo
estimulado com FSH em relacdo ao grupo controle e o estimulado com FSH+LH. Estes
resultados diferem dos encontrados por Blaschi et al. (2004), que utilizaram animais
Nelore submetidos & Gnica dose de 100 Ul de FSH (Pluset®) com 48 horas de restrigdo, e
ndo observaram diferengas entre os tratamentos. Por outro lado Nonato Junior et al.
(2005), trabalhando com fémeas Nelore e utilizando ablacdo folicular em D3 (em relacéo
a colocacdo do implante (DQ)) obtiveram taxas de recuperagdo superiores no grupo
controle (29,3 ovdcitos) e no grupo tratado com 50mg de FSH (Folltropin) com 36 horas
de restricdo (24,9 ovocitos) quando comparados ao presente experimento.

Ja e conhecido que o foliculo dominante exerce influéncia negativa sobre
0 crescimento dos foliculos subordinados. Quando o mesmo é aspirado, este efeito
negativo é eliminado, fazendo com que os foliculos em inicio de atresia retomem o seu

crescimento em um prazo aproximado de 12 horas (Beg et al., 2002). Observa-se com
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1SS0, 0 surgimento de uma nova onda folicular em 1,9+0,1 dias (Buratini et al., 2000). A
ablacdo do foliculo dominante é, portanto, uma estratégia que pode ser aplicada
previamente ao tratamento estimulatério com FSH, com a finalidade de aspiracéo
folicular para a obtencdo de ovocitos mais competentes.

Conforme esperado, os grupos FSH+LH e FSH estimulados com multiplas
doses de FSHp apresentaram um maior numero foliculos com didmetro acima de 6mm
(P<0,05) em relacdo ao grupo controle. Resultado semelhante foi observado por
Bordignon et al.(1997); Sirard et al. (1999); Goodhand et al. (2000); Seneda et al. (2001);
Roth et al. (2002); De Roover et al. (2005); Ramos et al. (2006) e Chaubal, et al., (2007).

Segundo varios autores ovécitos oriundos de foliculos grandes possuem
um maior potencial de desenvolvimento embrionério in vitro (Blondin et al., 1997a;
Machatkova, et al., 2004; Caixeta et al., 2009). Esse mesmo efeito foi observado no
presente experimento, ja que os grupos tratados com FSH produziram uma porcentagem
maior de embrides que os ovocitos oriundos do grupo controle.

No presente trabalho, ndo foi observado uma melhoria na quantidade de
ovocitos qualidade grau | e Il, quando os animais foram submetidos ao tratamento
superovulatério, mas foi possivel observar um aumento na quantidade de ovdcitos mais
competentes, ou seja com a capacidade de produzir embrides. Esse fato pode ser
comprovado pela maior producgdo de blastocistos in vitro provenientes de ovocitos dos
grupos FSH+LH e FSH em comparacao ao grupo controle. Esta informacéo associada aos
dados da literatura que verificaram uma melhora da qualidade ovocitaria (Sirard et al.,
1996; Blondin et al., 1997a; Sirard et al., 1999; Goodhand et al.,2000; Roth et al., 2002;
De Roover et al., 2005), sugere a necessidade de uma revisdo dos parametros
morfolégicos de avaliacdo ovocitaria atualmente utilizada.

Outros parametros podem ser utilizados para avaliar a competéncia
ovocitaria. A configuracdo da cromatina da vesicula germinativa (VG) tem sido muito
estudada e pode ter correlagdo com esta e a capacidade de desenvolvimento de ovécitos
em varias espécies de mamiferos (Liu et al., 2006), assim como a coloragdo supra vital.
No entanto esse tipo de avaliagdo normalmente exige infra-estrutura, capacitacdo técnica
e tempo, ndo sendo adequados para uso na rotina de campo.

Em animais da raca Gir (Bos indicus) submetidos a um protocolo de pre-
tratamento com FSH e uma aspiracdo folicular semanal, obteve-se uma maior

porcentagem de ovdcitos grau | e uma menor quantidade de degenerados (P<0,05)



50

(Ramos et al., 2006). No entanto Blaschi et al. (2004) n&o observaram diferenca na
qualidade de ovécitos em animais Nelore utilizando dose Unica de 100 Ul (Pluset®) e 48
h de restricdo. Ueno et al. (2005) em estudo com guzera, utilizando 100 mg de FSH
(Folltropin®), durante trés dias consecutivos associando ou ndo a 25 mg de LH 6 horas
antes da OPU, que foi realizada 48 horas apos a ultima aplicacdo de FSH, observaram
que o protocolo associado a aplicacdo de LH proporcionou aumento no nimero de
ovacitos qualidade grau I e 1.

Especificamente no grupo controle deste experimento foi observado
grande numero de ovdcitos grau IV obtidos de foliculos menores que 6mm. Pelo
protocolo utilizado, o intervalo entre o dia da ablacdo até a aspiracdo folicular foi de 6
dias, permitindo um padrdo de onda folicular com presenca de foliculo dominante, que
foi comprovado e pode explicar este fato efetivamente.

Os resultados encontrados neste estudo mostram que todos 0s ovdcitos,
independente do tratamento, fixados e corados apds a aspiragdo se encontravam em
estagio de vesicula germinativa. Isso pode ser explicado, pois 0 tempo necessario para
que ocorra a quebra da vesicula germinativa in vivo € de 9 a 12hs apds o pico de LH
(revisado em Hyttel et al., 1997), ou seja maior que seis horas, que foi o tempo entre a
aplicacdo do LH e a aspiracdo folicular no FSH+LH. Além disso, em todos os grupos
tratados o implante intravaginal de progesterona foi retirado somente no momento da
aspiracdo folicular, o que sugere que o pico enddgeno de LH ndo tenha ocorrido devido a
altos niveis circulantes de P4,

Quando a producdo embrionaria é avaliada em Bos indicus, dados da
literatura mostraram taxa de clivagem maior (P<0,05) encontrada quando se utiliza
protocolo de pré-tratamento com FSH e aspiracdo folicular uma vez por semana em vacas
Gir, entretanto ndo ocorreu aumento (P= 0,072) na taxa de producdo de embrides (Ramos
et al., 2006).

Em estudo com a raca Nelore, Satrapa et al., (2005) e Monteiro et al.
(2009) avaliaram trés protocolos, grupo controle, FSH + 12hs de privagdo de FSH e OPU
(LH 6hs antes), ou FSH + 48hs de privacdo de FSH (LH 6hs antes) e OPU, e observaram
taxas de clivagem e blastocisto semelhantes entre os tratamentos, resultados estes que
confirmaram estudo de Blaschi et al., (2004) . No entanto a administracao prévia de FSH
na aspiracdo folicular associada a 36hs de restricdo aumentou significativamente a taxa
de producdo embrionéaria em 10% em relacdo ao controle (Nonato Junior et al., 2005).
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Essa melhora na producdo embrionéria € relacionada a competéncia de
ovocitos obtidos de foliculos maiores, como relatados na literatura (Blondin et al., 1997a;
Machatkova, et al., 2004; Caixeta et al., 2009). O momento apds o tratamento hormonal
em que a OPU ¢ realizada também afeta a competéncia dos ovécitos para se desenvolver
até o estagio de blastocisto (Blondin et al.,1997a). Pois quando doadoras sdo tratadas com
FSHp ocorre um répido crescimento folicular, que pode ter um efeito negativo sobre a
aquisicdo de competéncias de desenvolvimento dos ovdcitos (Blondin et al., 1997).

Para evitar este efeito negativo, a adicdo de um intervalo entre a ultima
aplicacdo de FSH e a aspiracdo folicular (“Coasting”) fornece ao ovdécito um
microambiente mais favoravel para completar a maturacédo folicular final (Blondin et al.,
1997). A indugdo de um ambiente folicular pré-ovulatério é necessario para estimular os
CCOs a completar a maturacdo citoplasmatica. Em bovinos essa atresia precoce parece
imitar em parte a maturacdo pré-ovulatéria resultando em ovocitos competentes (Sirard et
al., 1999), de modo que os ovocitos apresentam maior competéncia mesmo antes de
maturar in vitro. (Blondin et al., 2002). Blondin et al. (1997; 2002) obtiveram uma
producdo de até 80% de blastocistos em Bos tauros, avaliando diferentes tempos de
restricao.

Quando a taxa de eclosdo foi avaliada no D8, este indice foi semelhante
entre todos os tratamentos considerando ou ndo o tamanho folicular. Estes resultados vém
confirmar achados em bovinos Bos taurus por diversos autores, e diferem dos resultados
encontrados em Nelore por Monteiro et al. (2009) e Satrapa et al., (2005), que
encontraram taxa de eclosdo maior no grupo controle, quando comparado com 0s grupos
tratados.

Em Nelore (Bos indicus) especificamente sdo poucos dados disponiveis na
literatura. A grande maioria dos estudos foi realizado em ragas europeéias (Bos taurus), e
existe portanto a necessidade de se fazer adaptacfes nos protocolos quanto ao método de
sincronizacdo de onda folicular, a dose hormonal, o hormdnio a ser utilizado, o intervalo
da aplicacdo de FSH e a aspiragdo e 0 melhor momento para a aplicagdo de LH.

O protocolo proposto neste experimento influenciou a producdo de
embrides a exemplo dos resultados encontrados por varios autores em Bos taurus
(Blondin et al., 1997a; Van De Leemput, et al., 1999; Goodhand et al., 2000; Blondin et
al., 2002; Chaubal, et al., 2007; De Roover et al., 2008). E evidente, no entanto, que
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novos experimentos devem ser realizados para melhorar ainda mais os indices técnicos
encontrados, e consolidar esta estratégia na rotina de campo.

No presente estudo, deixando de dar suporte de FSH por 36 h para induzir
uma parada progressiva de crescimento folicular, os CCOs foram induzidos a adquirir
competéncia no desenvolvimento in vivo. Isto foi observado pelo maior nimero de
embrides produzidos neste experimento e vem confirmar dados de Nonato Junior et al.
(2005). Diferente dos resultados de Satrapa et al. (2005), e Monteiro et al. (2009) pois 0s
tempos utilizados nos protocolos anteriormente em Nelore tenham sido muito curtos
(12hs) e muito longos (48hs) sendo que 36hs se mostrou eficiente em induzir a
competéncia ovocitaria.

Neste estudo o grupo FSH+LH que recebeu a administracdo de LH 6hs
antes da aspiracdo ficou na MIV por um periodo reduzido de apenas 18hs em relacdo ao
grupo FSH e controle que permaneceram 24hs. Este periodo reduzido de MIV pode ter
contribuido positivamente para a producdo in vitro do grupo FSH+LH além da aplicacdo
de LH, porém mais estudos sdo necessarios focando especificamente o tempo de MIV
apos o periodo de restricdo de FSH e a aspiracdo dos ovocitos.

Nas condicdes deste trabalho onde foi utilizado 36hs de privacdo de FSH
com aplicacdo de LH (30hs) (grupo FSH+LH), foi observada uma producdo embrionaria
total semelhante (P>0,05) a observada no grupo com 36hs de privacdo de FSH sem LH
(grupo FSH). Portanto, este protocolo pode vir a ser utilizado na rotina comercial de
PIVE, principalmente em casos de doadoras que produzem numeros reduzidos de

ovacitos ou ovocitos com baixa competéncia de desenvolvimento in vitro.
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6 CONCLUSAO

Nas condicGes em que o presente estudo foi realizado a superstimulacéo
ovariana, associado a 36hs de privacdo de FSH com ou sem aplicacdo de LH, foi capaz
de aumentar a producdo de embrides in vitro, de ovécitos aspirados de novilhas Nelore.
Portanto a aplicacdo de FSH na onda sincronizada para aspiracdo folicular pode ser uma
alternativa viavel para a producdo comercial de embribes in vitro. No entanto mais

estudos sao necessarios para estabelecer o protocolo mais adequado para Nelore.
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