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RESUMO

Experimento 1- O objetivo foi avaliar, em vacas Nelore, a influéncia da fase da onda
folicular na qualidade e quantidade dos odcitos recuperados, através da OPU (ovum pick-
up), assim como a producdo de blastocistos. Todos os animais (n=10) receberam em dia
aleatdrio do ciclo estral um implante auricular de progestageno (Crestar®) e uma aplicacio
de 2 mg de Benzoato de Estradiol (Estrogin®) com o objetivo de sincronizar a onda folicular.
ApOs sete dias o implante foi retirado e foi aplicada uma dose de 2ml de um analogo da
PGF2a (Preloban®). Apés de 24 hs as doadoras foram submetidas & aspiracdo do foliculo
dominante (AFD) sendo entdo este momento considerado dia 0. Apés a AFD, as doadoras
foram submetidos a OPU nos dias 3, 5, 7, e 9 (Grupo D3, D5, D7 e D9) da nova onda
folicular. Foram realizadas quatro fases (Fase 1, 2, 3 e 4) onde os animais foram trocados
de grupo a cada fase, de forma que cada animal foi submetido aos quatro tratamentos. A
cada fase o protocolo era iniciado com dois dias de intervalo entre um grupo e outro,
iniciando pelo grupo D9 e na seqliéncia os grupos D7, D5, D3, desta forma todas as
doadoras foram aspiradas no mesmo dia, porém com a onda folicular em dias diferentes. O
objetivo deste delineamento foi para que as aspiracdes fossem efetuadas no mesmo dia, de
forma que os odcitos recuperados fossem maturados, fertilizados e cultivados in vitro numa
mesma sessao de PIV. Duas hipéteses foram testadas: 1- O numero de odcitos viaveis
recuperados seria maior na fase inicial da onda folicular (dia 3) ou logo apos a divergéncia
folicular (dia 5) do que obtidos em periodos mais tardios da fase de dominéancia (dias 7 e 9).
2- Os odcitos aspirados no inicio da onda folicular (dia 3 ou 5) teriam melhor competéncia e
produziriam maior nimero de blastocistos do que odcitos obtidos no final da onda (dias 7 e
9), pois estes estariam num grau de atresia avancado. Nao houve diferenca no nimero total
de foliculos(>2 mm) visualizados na ultra-sonografia no momento da aspiragdo nos grupos
D3, D5, D7 D9 (195, 189, 161, 151, respectivamente) assim como na taxa de recuperacao
(77,94%; 78,30%; 72,04%; 73,50% respectivamente) e numero de estruturas totais
recuperadas (152, 148, 116, 111 respectivamente). Nao houve diferen¢ca no nimero total de
odcitos viaveis (133, 137, 103, 97) e na taxa de clivagem dos o6citos nos 4 grupos (79,69%;
83,45%; 71,84%; 76,28% respectivamente). O numero total e taxa de producdo de
blastocistos foi maior nos grupos D3 e D5 (66/49%, 62/45,25%) do que nos grupos D7 e D9
(34/33%, 35/36,08%). Experimento 2- O objetivo foi avaliar em vacas Nelore a influéncia da
fase da onda folicular induzida na taxa de maturacdo nuclear e citoplasmatica de odcitos
recuperados no inicio (D4) e final da onda folicular (D8). A hipétese testada foi, de que
oocitos quando recuperados no inicio da onda (Dia 4) teriam melhor competéncia e
apresentariam melhor taxa de maturacdo nuclear e citoplasmatica in vitro do que odcitos
aspirados no final da onda folicular (dia 8) da onda de vacas Nelore. Foram selecionadas a
seis doadoras do experimento 1 que tiveram melhor nimero de odécitos viaveis recuperados
e foram submetidas ao mesmo protocolo experimental do experimento 1, porém as
aspiracoes foram realizadas do dia 4 (grupo D4) na primeira etapa deste experimento, e
numa etapa subseqiiente as mesmas vacas foram aspiradas no dia 8 (Grupo D8). Os
oocitos aspirados foram maturados por 24 horas e corados com Hoechst 33342 para
avaliacdo da maturacdo nuclear e citoplasmatica. Nao houve diferenca estatistica no
namero total de odcitos viaveis recuperados para os grupos D4 e D8 (78 vs 97). A taxa de
maturacao nuclear e citoplasméatica apesar de nao diferir estatisticamente, foi mais elevada
no grupo D4 em relacdo D8. Maturacdo nuclear, 74,35 % vs 53,6 % respectivamente e
maturacdo citoplasmatica, 48,71% vs 30,92% respectivamente. Com o resultado destes
experimentos, concluimos que o inicio da onda (dia 3 ao dia 5) seria 0 momento mais
adequado para a obtencdo de odcitos destinados a PIV devido a maior competéncia
oocitaria e consequentemente maior nimero e taxa de producéo de blastocistos.

Palavras chave: produc¢do in vitro, competéncia oocitaria, atresia oocitéria, onda folicular,
aspiracdao folicular.



ABSTRACT

The objective of this experiment was to evaluate in Nelore cows the influence of the moment of the
follicular wave in the quality and amount of the recovered oocytes, through the OPU, (ovum pick-up),
as well as the production of blastocysts. All the animals (n=10) received in random day of the estrous
cycle an auricular progestogen implant (Crestar®) and was administered of 2mg of estradiol benzoate
(Estrogin®) with the objective of synchronizing the follicular wave. After seven days the implant was
removed and a dose of 2ml of an analogous of PGF2 was administrated (Preloban®). After 24 hours
the donors were submitted later of the dominant follicle aspiration (DFA) being then this moment
considered day 0. After DFA the donors were submitted to OPU after on the 3, 5, 7, and 9 days
(Groups D3, D5, D7 and D9) of the new follicular wave. Four sessions were accomplished (sessions 1,
2, 3 and 4) where the animals were changed from group to each phase, so that each animal it was
submitted to the four treatments. To each phase the protocol was begun with two days of interval
among a group and other, beginning for the group D9 and in the sequence the groups D7, D5, D3, this
way all of the donors were aspirated in the same day, however with the follicular wave in different
days. The objective of this outline was so that the aspirations were made in the same day, so that the
recovered oocytes they went maturated, fertilized and development in vitro in a same session of IVP.
Two hypotheses were tested: 1 - the number of recovered viable oocytes would be larger numerical in
the initial phase of the wave follicular (day 3) or soon after the follicular divergence (day 5) of those
obtained in later periods of the dominancy phase (days 7 and 9). 2 - The oocytes aspirated in the
beginning of the follicular wave (day 3 or 5) they would be better competent and they would produce
larger number of blastocysts than oocytes obtained in the end of the wave (days 7 and 9), because
these would be in a degree of advanced atresia. There was not difference in the total number of
follicles (>2 mm) visualized in the ultrasound scan in the moment of the aspiration in the groups D3,
D5, D7 D9 (195, 189, 161, 151, respectively) as well as in the recovery rate (77.94%; 78.30%;
72.04%; 73.50% respectively) and number of recovered total structures (152, 148, 116, 111
respectively). There was not difference in the total number of viable oocytes (133, 137, 103, and 97) and
in cleavage rate of the oocytes in the 4 groups (79,69%; 83.45%; 71.84%,; 76.28% respectively). The total
number and the blastocysts production rates were larger in the groups D3 and D4 (66/49%, 62/45,25%)
than in the groups D7 and D9 (34/33%, 35/36,08%). Experiment 2- The objective was evaluate in
Nelore donors the influence of the follicular wave phase induced in nuclear and citoplasmic
maturation rate in oocytes obtained in the beginning (D4) and at the end of the follicular wave (D8).
The hypothesis tested was that the oocytes when recovered in the beginning of the wave (Day 4)
presents the best competence and presented the best nuclear and citoplasmic in vitro maturation rates
when compared with oocytes recovered at the end of the follicular wave (day 8) in Nelore donors. Six
donors were selected in the experiment 1, and after produced the best number of viable oocytes that
recovered and were submitted in the same experimental protocol in the experiment 1, however the
aspirations were realized in day 4 (group 4) in the first stage at this experiment, and in subsequent
stage the same donors were aspirated in day 8 (Group D8). The aspirated oocytes were matured in 24
hours and ruddy in Hoechst 33342 to evaluate the nuclear and citoplasmic maturation. There was not
statistic difference in the total number of viable oocytes recovered into the groups D4 and D8 (78 vs.
97). The nuclear and citoplasmic rates in spite of not differed statistically, was more elevate in the
group D4 in comparison with the group D8. Nuclear maturation, 74,35% vs. 53,6% respectively and
citoplasmic maturation, 48,71% vs. 30,92% respectively. With these experiments results is possible to
conclude that the beginning of the wave (day 3 at day 5) was the moment more appropriate to obtain
oocytes designated to IVP proper the better oocyte competence, and consequently better number and
blastocyst production rate.

Key words: in vitro production, oocyte competence, oocyte atresia, follicular wave, follicular aspiration.



1. INTRODUCAO

A pecuéria Brasileira vem crescendo e se consolidando como uma das mais
importantes do mundo, e tem se destacado principalmente pela exportacdo da carne
bovina e seus derivados, desempenhando portanto, papel fundamental na economia
nacional.

Os animais de racas zebuinas (Bos taurus indicus) constituem a maior parte
do rebanho bovino de corte em regides de clima tropical, devido a sua maior
adaptacdo aos climas guentes, maior tolerancia ao estresse térmico e resisténcia
aos parasitos, em relacdo aos animais de racas européias (Bos taurus taurus). Hoje,
estima-se que o Brasil possui um rebanho com mais de 165 milhées de bovinos de
corte e leite criados a pasto, dos quais 80% do gado de corte é Nelore ou anelorado,
0 que equivale a mais de 100 milhdes de cabecas (Associacdo dos Criadores de
Nelore do Brasil - ACNB, 2007).

A Producédo in vitro de embribes bovinos (PIV) é uma biotécnica da
reproducdo que tem sido muito estudada e utilizada para o melhoramento genético
do rebanho nacional. O interesse pela técnica de PIV tem crescido nos ultimos anos,
pois este procedimento permite a recuperacao de odcitos colhidos de doadoras por
meio da aspiracao folicular guiada por ultra-sonografia (Ovum Pick-up, OPU) e
producdo de embrides de alto valor genético, podendo ser realizado uma ou duas
vezes por semana sem alteragdes aparentes no trato reprodutivo, independente da
fase do ciclo estral (KRUIP et al., 1994; PIETERSE et al., 1991; BOLS et al, 1995).
Uma das vantagens da PIV frente a tradicional técnica de Transferéncia de Embribes
(TE) é que na PIV ndo € necessario o uso de horménios para promover a
superovulacao (SOV), pois nestes tratamentos tem se observado alta variabilidade
individual das doadoras, levando a inconstantes respostas superestimulatorias
ovarianas, limitando os resultados e o uso da TE.

Na PIV também existe variabilidade individual na producédo de embrides e de
gestacOes. Varios fatores podem afetar a taxa de desenvolvimento embrionério in
vitro até a fase de blastocistos, que permanece em torno de 30% do total de odcitos
submetidos a maturacédo. De 8 a 10 odcitos colhidos pela OPU h& uma producéo
média de 2 embribes transferidos em bovinos de racas européias (GALLI et al.,
2000). Em animais da raga Nelore (Bos taurus indicus) DAYAN et al., (2000)

observaram grande variacdo na taxa de blastocisto entre as doadoras, com média



de 42% de embribes produzidos in vitro. A capacidade para fecundacdo e
desenvolvimento de odcitos maturados in vivo € maior que 0s o0citos maturados in
vitro (BLONDIN et al., 2002). O momento da obten¢do dos odcitos durante a onda
folicular € importante para determinar a qualidade do odécito (SIRARD et al., 1999).

O crescimento do odcito dentro do foliculo ovariano € determinado por grande
namero de fatores que influenciam sua viabilidade e competéncia para o
desenvolvimento in vitro. Estes fatores incluem: tamanho folicular (LONERGAN et
al., 1994; HENDRIKSEN et al., 2000), dia do ciclo estral (MACHATKOVA et al.,
1996), nivel de atresia e influéncia do foliculo dominante (HAGEMANN, 1999).

Na OPU os odcitos colhidos para a producao in vitro sdo obtidos em fases
aleatorias do ciclo estral, portanto em diferentes etapas do desenvolvimento folicular
sendo expostos a diferentes concentracdes de estradiol, progesterona, LH e FSH.
Estes fatores podem influenciar na competéncia oocitaria para o desenvolvimento de
embrides in vitro (WIT et al., 2000). Quando a aspiracao folicular é realizada em fase
aleatoria do ciclo estral mais de 85% dos foliculos ovarianos séo atrésicos, portanto
a fase folicular pode determinar a qualidade do o6cito (HENDRIKSEN et al., 2000).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CICLO ESTRAL

Em fémeas bovinas o intervalo entre dois cios ou estros consecutivos é
denominado ciclo estral. Nas racas européias (Bos taurus taurus) o comprimento do
ciclo estral é de 21 + 3,7 dias para vacas e 20 + 2,3 dias para novilhas (WRIGHT &
MALMO, 1992), enquanto que em racas indianas (Bos taurus indicus) varia de 17 a
24 dias (MUKASA-MUGERWA, 1989, GALINA & ARTHUR, 1990, PINHEIRO et al.,
1998).

O ciclo estral pode ser didaticamente dividido em duas fases principais:
folicular e luteal. A fase folicular tem inicio ap6s a lutedlise induzida pela
prostaglandina F2a (PGF2a) com conseqiente queda nos niveis séricos de
progesterona (<1 ng/ml) entre 12 e 36 horas apds o inicio da lutedlise, seja ela
natural ou induzida por PGF2a exdgena (DIELEMAN et al., 1986).

O aumento da frequéncia de pulsos de LH estimula o desenvolvimento do
foliculo dominante que secreta quantidades crescentes de estradiol (E2) induzindo o
comportamento estral ou cio (MUKASA-MUGERWA, 1989, CLARKE, 1988).

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos ovarianos
induzem, além do comportamento estral, o pico pré-ovulatorio de LH (através de
retroalimentacéo positiva no hipotalamo e hipoéfise) e conseqientemente a ovulacao
e formacédo do corpo luteo (CL). A presenca do CL caracteriza a fase lutea do ciclo
estral. Nesta fase, o CL produz progesterona em quantidades crescentes a partir da
ovulacdo até o 10° dia do ciclo estral onde a secrecdo se mantém estavel até que
ocorra a lutedlise, entre 0 15° e o0 20° dia (LUQUE et al., 1983, HAFEZ, 1993).

O cio é o periodo caracterizado pela receptividade sexual, onde a fémea
permite ser montada (BLOCKEY, 1980, ESSLEMONT et al., 1980). Em fémeas Bos
taurus taurus o cio dura cerca de 16 a 18 horas (ESCOBEDO et al., 1989, GALINA &
ARTHUR, 1990, STOCK & FORTUNE, 1993). Por outro lado, em zebuinos, a
receptividade sexual é, em média, de apenas 11 horas (MUKASA-MUGERWA,
1989; GALINA & ARTHUR, 1990; PINHEIRO et al., 1998) podendo variar de 1,3 a
20 horas (MUKASA-MUGERWA, 1989, GALINA & ARTHUR, 1990). Em racas

européias o intervalo entre o inicio do estro a ovulacdo € de 28 a 30 horas
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(ESCOBEDO et al., 1989; GALINA & ARTHUR, 1990, STOCK & FORTUNE, 1993) e
cerca de 25 a 29 horas em zebuinos (BARROS et al., 1994, CAVALIERI et al., 1997,
PINHEIRO et al.,, 1998). N&o foi observada diferenca no intervalo estro-ovulagao
entre vacas da raga Angus (Bos taurus taurus) e Nelore (Bos taurus indicus) (26,1 +
6,3 h versus 27,1 + 3,3 h), porém a duracédo do cio foi 3,4 h mais curta no Nelore do
gue no Angus (12,9 h vs 16,3 h, MIZUTA, 2003).

2.2. DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

Na década de oitenta, com a utilizacdo da ultra-sonografia, a dindmica
folicular ovariana em bovinos foi melhor compreendida, propiciando um novo
impulso para o estudo do controle farmacologico do ciclo estral bovino.

O ciclo estral é caracterizado pela ocorréncia de ondas de crescimento
folicular. Cada onda dura cerca de 8 a 10 dias e é dependente da duracdo do corpo
lteo durante o ciclo estral, (SAVIO et al., 1988, SIROIS & FORTUNE, 1988,
ROCHE & BOLAND, 1991, FORTUNE et al., 1993).

A maioria das fémeas bovinas apresenta duas ondas (PIERSON & GINTHER,
1988, KNOPFT et al., 1989, GINTHER et al., 1989) ou trés (IRELAND & ROCHE,
1987, SAVIO et al., 1988, SIROIS & FORTUNE, 1988) de crescimento folicular e
ocasionalmente uma ou quatro ondas (SAVIO et al., 1988, SIROIS & FORTUNE,
1988, MURPHY et al., 1990).

Durante cada onda, um grupo de foliculos antrais (3 a 5 mm), responsivos as
gonadotrofinas, sdo estimulados a crescer. Um foliculo dominante emerge deste
grupo e passa a secretar quantidades crescentes de estradiol 17, inibina e outros
fatores (STOCK & FORTUNE, 1993, SUNDERLAND et al., 1994, BODENSTEINER
et al., 1996a,b, GINTHER et al., 1996, 1997b, EVANS et al., 1997, WOLFSDORF et
al., 1997), os quais levam a regressao e atresia dos foliculos subordinados (KO et
al., 1991, ADAMS et al., 1993a,b, SMITH et al., 1996).

GINTHER et al. (1997a) utilizaram o termo desvio folicular para definir o
momento em que se nota pela primeira vez uma diferenca significativa na taxa de
crescimento entre os dois maiores foliculos ovarianos, ou seja, a divergéncia folicular
é caracterizada pelo crescimento continuo do futuro foliculo dominante e reducéo ou

parada de crescimento do segundo maior foliculo.
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O mecanismo de desvio deve ser capaz de impedir o crescimento de futuros
foliculos subordinados, porque tanto eles quanto o futuro foliculo dominante, séo
capazes de exercer dominancia, como indicam estudos envolvendo a ablacdo de
foliculos (GINTHER, 2000). A administragdo de FSH no inicio da onda folicular ou de
anti-soro contra inibina impede ou atrasa o desvio folicular, como indica o
desenvolvimento de mais de um foliculo dominante apds estes tratamentos
(GINTHER, 2000).

GINTHER et al. (1997a), postularam que uma pequena diferenca no diametro
dos dois maiores foliculos no final da fase de crescimento (inicio do desvio) seria
suficiente para permitir o estabelecimento de dominancia pelo maior foliculo antes
gue o segundo maior foliculo pudesse atingir um diametro similar. Apesar da
simplicidade desta afirmacdo, os mecanismos, através dos qual esta vantagem de
tamanho é utilizada para estabelecer o desvio folicular, sdo bastante complexos.

Em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus taurus) o desvio folicular ocorre
ao redor do segundo dia apO0s a ovulacdo. Ocasido em que o futuro foliculo
dominante atinge cerca de 8,5 mm (GINTHER et al., 1996 e 1997a). Em vacas e
novilhas da raca Nelore o desvio folicular ocorre quando o foliculo dominante atinge
aproximadamente 6,0 a 7,2 mm, entre o segundo e o quarto dia apds a ovulacao
(SARTORELLI et al., 2005, CASTILHO, 2007).

A progesterona produzida pelo corpo luteo, impede o pico pré-ovulatério de
LH, o foliculo dominante permanece funcional por alguns dias apo0s atingir seu
tamanho maximo, e entdo, sofre atresia. A perda da funcionalidade do foliculo
dominante resulta em um aumento transitorio de FSH plasmaético, o qual estimula a
emergéncia de uma nova onda folicular (ADAMS et al., 1992, GIBBONS et al., 1997,
GINTHER et al., 1996, 1997a, MIHM et al., 1997). Aproximadamente 20 a 30
foliculos emergem em cada onda folicular, e boa parte destes foliculos tem o
potencial de atingir o estagio pré-ovulatério, fato que pode ser demonstrado pela
possibilidade de se estimular o crescimento e a ovulagédo de vérios foliculos através
da administracdo de gonadotrofinas (ADAMS, 1994).

Cada onda folicular € composta por uma fase de recrutamento, no qual um
grupo de foliculos primordiais e primarios inicia seu crescimento. Dentre estes, um
foliculo é selecionado, ndo sofre atresia (fase de selecao) e potencialmente pode
chegar a ovular. O foliculo selecionado passa a exercer dominancia (fase de

dominancia) sobre os demais foliculos, suprimindo via sistémica (enddcrina) o
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crescimento dos mesmos e inibindo o recrutamento de um novo grupo de foliculos
(GINTHER et al.,, 1989, GINTHER et al.,, 1996;; SIROIS & FORTUNE, 1990,
ADAMS, 2008).

A selecdo do foliculo dominante capaz de ovular dentro de um grupo de
foliculos antrais é um processo dindmico regulado por interacdes entre
gonadotrofinas, fatores de crescimento e substancias intra-ovarianas (YUAN et al.,
1998. AUSTIN et al., 2001), resultando em uma fase de transi¢cdo critica para o

desenvolvimento folicular.

2.3 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIV)

A industria de producdo bovina tem mostrado, nos ultimos anos, grande
interesse no uso de novas biotecnologias da reproducdo, tendo em vista o
melhoramento genético do rebanho. Uma técnica que tem sido muito utilizada
recentemente é a aspiracdo folicular trans-vaginal guiada por ultra-sonografia,
também chamada Ovum Pick Up (OPU) e posterior fecundagéo in vitro (FIV), uma
vez associadas estas técnicas sdo de grande interesse na reproducdo e
melhoramento genético bovino. A aspiracao folicular guiada por ultra-sonografia €
comumente empregado na recuperacdo de odcitos imaturos dos foliculos ovarianos
de animais vivos e tem um potencial para substituir os procedimentos convencionais
de superovulacdo (SOV) utilizados na tradicional técnica de transferéncia de
embrides (TE.; KRUIP et al., 1994).

Desde o nascimento do primeiro bezerro oriundo de fecundacgédo in vitro
(BRACKET et al., 1982), os processos de maturacdo, fecundacéo e cultivo in vitro
foram aprimorados tornando esta técnica viavel em programas de melhoramento.
Apesar dos avangos obtidos com a OPU seguida da FIV nos ultimos 10 anos, o uso
desta técnica ainda € baixo na industria de producdo de embribes bovinos. Foi
estimado que somente 6% dos embrides transferidos na Europa em 1996 foram
produzidos in vitro, dos quais somente metade era proveniente de doadoras vivas
(HEYMAN, 1997). Entretanto, atualmente em torno de 41,97 % dos embrides
produzidos no mundo sdo oriundos da técnica de PIV, na América do Norte esta taxa
é de 45%, sendo maior ainda na América do Sul (principalmente Brasil) e Asia
(China e Coréia principalmente) representando 48.6% e 47,9 % respectivamente
(Thibier, 2006)
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No Brasil em 1994 nasceu o primeiro bezerro da raca Nelore apos FIV
(PEIXER et al., 1994) e, a partir de entdo, esta técnica passou a ser estudada e
aplicada comercialmente por varios laboratérios.

A OPU permite a repetida recuperacdo de odcitos de animais vivos sem
injurias aparente ao trato reprodutivo, permitindo, desta forma, a producdo de
embrides oriundos de vacas com problemas reprodutivos adquiridos (LOONEY et al.,
1994; HASLER et al., 1995; RODRIGUES & GARCIA, 2000), durante o primeiro
trimestre de gestagdo (BUNGARTZ et al.,, 1995; MEINTJES et al.,, 1995) ou em
novilhas pré-puberes (ARMSTRONG et al., 1994; BROGLIATTI & ADAMS, 1996).

Devido a dinamica folicular em novilhas ou vacas zebuinas e européias ser
caracterizada pela presencga de duas ou trés ondas de desenvolvimento folicular, é
possivel realizar a recuperagdo de odcitos por via trans-vaginal durante todo o ciclo
estral, mesmo repetidamente (KRUIP et al., 1994; PIETERSE et al., 1991; BOLS et
al.,1995; BUNGARTZ et al., 1995). Os protocolos tém geralmente consistido de uma
ou duas aspiragbes semanais usando animais superestimulados ou ndao (LOONEY
et al., 1994; BOLS et al.,1995; BUNGARTZ et al.,, 1995; HASLER et al., 1995;
STUBBINGS & WALTON, 1995).

A eficacia do sistema de producdo de embrides in vitro é dependente da
qualidade da maturacao in vitro (MIV), fecundacgao in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV). Quando os odcitos sdo removidos de seus foliculos e cultivados in vitro, a
maturacdo meidtica ocorre espontaneamente, entretanto, a capacidade de
desenvolvimento apds a fecundacédo é limitada e, apesar dos progressos feitos nas
condi¢cdes de maturacdo e desenvolvimento embrionario, somente em torno de um
terco (LONERGAN et al.,, 1994) ou 15 a 20% (HENDRIKSEN et al., 2000) dos
oocitos selecionados morfologicamente antes de serem submetidos a MIV, resultam
em embrides viaveis. Além disso, a taxa de recuperacdo de o0citos associada a
aspiracao folicular trans-vaginal, tem-se mostrado variavel entre os laboratérios e as
vacas doadoras (PIETERSE et al., 1988; BORDIGNON et al.,1997; WATANABE et
al., 2002). O sucesso na taxa de aspiracao folicular pode ser mensurado, em parte,
pelo numero de odécitos imaturos recuperados de animais superestimulados ou néo,
em relacdo ao numero de foliculos presentes no momento da colheita e por fatores
que afetam a eficiéncia da colheita (GARCIA; SALAHEDDINE, 1998).

Para otimizar a utilizacdo da OPU, em termos de numero e qualidade dos

complexos cumulus oécitos (COC’s) recuperados e a capacidade para o
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desenvolvimento in vitro, é necessario melhor conhecimento da fisiologia ovariana e
seu controle endocrino. O crescimento do odécito dentro do foliculo ovariano €
determinado por um grande numero de fatores que influenciam sua viabilidade e
competéncia para o desenvolvimento in vitro.

A influéncia do tamanho folicular na competéncia oocitaria para o
desenvolvimento in vitro foi observada quando verificaram aumento significativo na
producdo de embrifes oriundos de odcitos aspirados de foliculos com mais de 6 mm
de didmetro (LONERGAN et al., 1994). PAVLOK et al., (1992), também observaram
melhor desempenho na producéo de blastocistos quando odcitos de foliculos médios
(2-4 mm) e grandes (4-8 mm) foram utilizados em comparacéo a odécitos de foliculos
pequenos (1-2 mm). HENDRIKSEN et al., (2000) concluiram que a competéncia
para o desenvolvimento in vitro € maior para odécitos oriundos de foliculos maiores
que 6-8 mm quando comparado com foliculos de 3-6 mm. No entanto, CAROLAN et
al. (1996) nao observaram influéncia do tamanho folicular sobre a maturacdo do
oocito. Resultado similar foi obtido por SENEDA et al., (2001) avaliando odcitos
oriundos de foliculos pequenos (<4 mm) e grandes (>4 mm) aspirados in vivo.

Com relacéo ao estadio do desenvolvimento folicular, MACHATKOVA et al.,
(1996) demonstraram que odcitos colhidos nos dias 14 a 16 do ciclo estral
apresentavam melhores indices de competéncia para o desenvolvimento
embriondrio quando comparados aos aspirados nos dias 7, 8 e 9. Em revisao,
HAGEMANN, (1999) concluiu que o desenvolvimento até blastocisto foi
significativamente maior em odcitos colhidos durante a fase de crescimento folicular
independente do diametro do foliculo, porém a competéncia oocitaria tendeu a
aumentar em odcitos oriundos de foliculos maiores.

Alguns autores demonstraram que a realizacdo da OPU nos dias 2 ou 3 da
nova onda folicular (proximos da divergéncia folicular) proporcionaram uma baixa
producéo de blastocistos possivelmente devido a uma menor competéncia oocitaria
e que o melhor momento para aspiracdo seria no dia 5 (VASSENA et al., 2003),
entretanto em trabalhos mais recentes ndo houve diferenca na producdo de
blatocistos quando se recuperou os odcitos nos dias 2, 3 ou 5 (HENDRIKSEN et al.,
2004, MACHATKOVA et al., 2004) somente em fases mais avancadas do periodo de
dominancia, dias 7 ou 8, houve uma queda na produgédo concluindo que neste

periodo o estadio avancado de atresia compromete a competéncia oocitaria nos
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foliculos subordinados (VASSENA et al., 2003, MACHATKOVA et al., 2004,
HENDRIKSEN et al. 2000, 2004).

Menores taxas de recuperagcdo e de blastocisto sdo observadas quando a
OPU ¢é realizada semanalmente em comparacdo com OPU a cada 3-4 dias
(GOODHAND et al., 1999). Possivelmente a alta frequiéncia nas aspiracdes previna
o estabelecimento do foliculo dominante (HENDRIKSEN et al., 2000).

STOCK & SMITH, (1996) utilizaram COC'’s de foliculos grandes para maturar
odcitos aspirados de foliculos pequenos e observaram que a taxa de blastocisto foi
semelhante as obtidas de odcitos de foliculos grandes (6-9 mm), demonstrando que
fatores paracrinos secretados pelo odcito e/ou células do cumulus durante a
maturacéo final sdo importantes para o desenvolvimento pés-clivagem.

CHAUBAL et al.,(2007), propuseram a utilizagdo de tratamentos hormonais
para aumentar a taxa de recuperacao e a qualidade de odcitos, estes tratamentos se
baseiam na associacdo de progesterona, aplicacdo de FSH exdgeno para
crescimento folicular, e uso de um pico de LH exdgeno seis horas antes da
aspiracao folicular para induzir a maturagao oocitaria in vivo.

Os odcitos colhidos para a producéo in vitro sdo obtidos de foliculos em
diferentes etapas do desenvolvimento e em diversas fases do ciclo estral, sendo
entdo expostos a variadas concentracbes de estradiol, progesterona, LH e FSH.
Estes fatores podem afetar a competéncia oocitaria para o desenvolvimento de
embrides in vitro (WIT et al., 2000).

Portanto, os od6citos devem ser recuperados numa fase especifica ciclo estral,
num momento da onda folicular em que o ovario possua uma maior quantidade de
foliculos e estes possuam tamanho adequado para serem aspirados, além disso, é
de fundamental importadncia que o0s od0citos contidos nestes foliculos possuam

competéncia para serem fertilizados e se desenvolvam até blastocistos.
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3. EXPERIMENTO 1

3.1 OBJETIVOS

Avaliar em vacas Nelore a influéncia do momento da onda folicular na
quantidade e qualidade dos od0citos aspirados, fecundacdo e desenvolvimento
embrionério in vitro, e determinar qual o periodo mais adequado para obtencédo de
oocitos, por meio da aspiracao folicular, destinados a producéo in vitro de embrides.

Duas hipéteses serao testadas:

1. O numero de odcitos viaveis recuperados de vacas Nelore seria maior na fase
inicial da onda folicular (dia 3) ou logo apés a divergéncia folicular (dia 5) do que

obtidos em periodos mais tardios da fase de dominancia (dias 7 e 9).

2. Os od6citos aspirados na fase inicial da onda folicular (dia 3) ou logo ap6s a
divergéncia folicular (dia 5) teriam melhor competéncia oocitaria e produziriam mais
blastocistos do que odcitos obtidos em periodos mais tardios da fase de dominancia

(dias 7 e 9), pois provavelmente estes estariam num grau de atresia avancado.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 DOADORAS

Este experimento foi realizado na UNESP- Campus de Jaboticabal (latitude
-21, 25472, longitude -48,32222) no periodo de junho a outubro de 2007. Os
animais foram mantidos nos piquetes do setor de Bovinocultura de Corte do

Colégio Agricola, mantidos semi-confinados e tratados com silagem de milho.

Vacas nédo lactantes, multiparas, da raca Nelore com escore corporal entre
2,5 e 3,0 (huma escala de 0 a 5, LOWMAM et al, 1976), com peso médio de 384
Kg, tiveram seu sistema reprodutivo avaliados através da ultra-sonografia.
Somente 0s animais ndo gestantes e sem alteracdes uterinas e ovarianas foram
utilizados (n=10). Estas doadoras nunca foram submetidas a OPU anteriormente,
e nem sofreram qualquer tipo de controle farmacoldgico do ciclo estral, tanto para
sincronizacao do estro ou da ovulacdo assim como tratamentos superovulatorios.
N&o houve pré-selecdo das doadoras em relacdo ao numero de foliculos

presentes nos ovarios e/ou recrutamento folicular.

3.2.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

As doadoras foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos experimentais
denominados D3, D5, D7 e D9.

Para a pré-sincronizagdo todos os animais receberam em dia aleat6rio do
ciclo estral um implante auricular novo (sem uso) de progestageno
(Crestar®,Intervet International B.V-Boxmeer-Holanda) e uma aplicacdo de 2 mg
de Benzoato de Estradiol, via IM (Estrogin®, Biofarm Quimica e Farmacéutica)
com o objetivo de sincronizar a onda folicular. O implante de progesterona foi
mantido por sete dias para impedir um pico pré-ovulatério de LH e
consequentemente ovulagcdo do foliculo dominante durante os tratamentos. No
momento da retirada do implante de progestageno foi aplicada uma dose de 150

ng de um anélogo da PGF2a ( Preloban®, d-cloprostenol sédico, via IM, Intervet



19

International -Holanda) com o objetivo de promover a lutedlise de um possivel

corpo lateo presente.

Cerca de 24 hs ap0s a retirada do progestageno e aplicagdo da PGF2a, as
doadoras foram submetidas a aspiracdo do foliculo dominante (AFD) com o
objetivo de induzir a emergéncia de uma nova onda folicular, sendo entdo este
momento considerado como Dia 0. Apos a AFD as doadoras foram submetidos a
OPU nos dias 3, 5, 7, e 9 (Grupo D3, D5, D7 D9) da nova onda folicular.

Com o objetivo de evitar que a variabilidade individual pudesse influir nos
resultados do experimento, foram realizadas quatro fases (Fase 1, 2, 3 e 4) onde o0s
animais foram trocados de grupo a cada fase, de forma que cada animal foi

submetido aos quatro tratamentos experimentais (D3, D5, D7 e D9; TABELA 1).

QUADRO 1. Distribuicdo das doadoras nos grupos de acordo com a fase
experimental.

ANIMAIS Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
N° 1,2, D9 D3 D5 D7
N° 4,5,6 D7 D9 D3 D5
N° 7,8, D5 D7 D9 D3
N° 10,22,23 D3 D5 D7 D9

D3=Aspiracao folicular no dia 3.
D5=Aspiracao folicular no dia 5.
D7=Aspiracao folicular no dia 7.
D9=Aspiracao folicular no dia 9.

O protocolo experimental foi iniciado com dois dias de intervalo entre um

grupo e outro, iniciando pelo grupo D9 e na sequéncia os grupos D7, D5, D3.

Este procedimento foi realizado, para que todas as doadoras fossem
aspiradas no mesmo dia, desta forma foram submetidos as mesmas condicoes, ja
que alguma possivel alteracdo na PIV influenciaria da mesma forma todos os
grupos. Para melhor visualizagcdo de cada fase segue o cronograma do

experimento na Figura 1.

O intervalo entre as OPUs foram de no minimo 24 dias permitindo assim o
restabelecimento da atividade ovariana, evitando que as repetidas aspiracdes (fase
1, 2, 3 e 4) prejudicassem o indice de recuperacao de odcitos assim como a sua

gualidade ao longo do experimento.
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FIGURA 1. Cronologia e protocolos experimentais dos grupos D3, D5, D7 e D9.
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3.2.3. ASPIRACAO FOLICULAR PARA OBTENCAO DOS OOCITOS

O procedimento de aspiracdo folicular foi realizado utilizando-se um
equipamento de ultra-som ALOKA SSD 900, com transdutor micro-convexo 5 MHZ,
acoplado em uma guia de aspiracao trans-vaginal. As aspiracfes foram realizadas
com agulha hipodérmica descartaveis 40 X 9 (20G, Becton Dickson) e sistema de
aspiracdo Handle e Cook adaptado a dupla via de aspiragdo. Foi utilizada uma
bomba de vacuo da marca Rocket Medical, e a pressdo de vacuo/vazdao foram
ajustadas previamente em 14 mL de agua/minuto) a cada fase do experimento.

Antes de cada OPU foi realizada anestesia epidural com 3-4 ml de cloridrato
de lidocaina 2% (Lidovet,, Bravet, Brasil) associado a 1 ml de acepromazina 1%
(Acepran, Univet , Brasil). Apos a higienizagdo da regido perineal com agua e alcool
70%, a guia de aspiracdo acoplada com o transdutor do US era inserida até o fundo
de vagina, com auxilio de manipulacéo trans-retal, os ovarios foram posicionados
para obtencdo de uma boa visualizacdo no monitor do US. Os foliculos a serem
aspirados foram quantificados para posterior avaliacdo da taxa de recuperagéo de
o0citos. Logo apés os ovarios foram posicionados na linha de puncéo indicada na
tela do ultra-som e a bomba de vacuo era acionada iniciando as aspiracfes dos
foliculos. Este procedimento foi realizado em todos os foliculos acima de 2 mm
visualizados em cada ovario. O meio de aspiracao e lavagem do sistema € composto
de PBS, e heparina sddica (10.000 UI/L).

3.2.4. TRANSPORTE , LAVAGEM E SELECAO DOS OOCITOS.

O material aspirado foi imediatamente transportado para o laboratério de PIV
do departamento de Reproducdo Animal da Unesp - Campus de Jaboticabal. Para a
lavagem do liquido aspirado foi utilizado filtro de colheita de embrifes. O liquido
aspirado foi lavado com o mesmo meio utilizado para a aspiracdo até que o
conteudo do filtro se tornasse translucido. Este sedimento restante foi depositado em
placas de Petri para procura e selecdo dos odcitos. Posteriormente foi efetuada a
contagem e avaliacdo da qualidade dos odcitos recuperados em Grau |, 1I, 1, IV e
desnudo, segundo De Loos et al. (1991), onde:

a) Grau [: revestimento com multicamadas de cumulus compacto,

ooplasma homogéneo e complexo cumulus-odcito claro e transparente;
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b) Grau II: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto,
ooplasma homogéneo ou com regides escuras na periferia;

C) Grau lll: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e
ooplasma irregular com picnose;

d) Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em
grumos, e complexo cumulus-odcito escuro e irregular;

e) Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com

granulacgdes.

3.2.5. MATURACAO IN VITRO DOS OOCITOS

Os odcitos de Gl, Gll, Glll, e desnudos foram maturados in vitro (MIV) em
meio TCM 199 com sais de Earle (Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA)
suplementado com SFB (Crypion®; 10% SFB), e 1,0ug/mL de FSH (Pluset®, Calier),
50Ul/ml de hCG (Profasi®, Serono), 1,0ug/ml de estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM
de piruvato de sédio (Biochemical 44094) e 83,4ug/ml de amicacina (Biochimico),

durante 24h a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, em ar.

3.2.6. FECUNDACAO IN VITRO DOS OOCITOS

Foram utilizadas palhetas de sémen de uma unica partida, de um mesmo
touro Nelore (B 8963 - Lagoa da Serra) com historico conhecido na PIV.

A fecundacéo in vitro (FIV) foi realizada apds 24h de MIV, em gotas de 100uL
de meio TALP-FIV [meio TALP com 30ug/ml de heparina (Sigma H-3149), 18uM de
penicilamina (Sigma P 4875), 10uM de hipotaurina (Sigma H-1384) e 1,8uM de
epinefrina (Sigma E-4250)], suplementado com 0,2mM de piruvato, 83,4ug/mL de
amicacina e suplementado com 6mg/ml de BSA, cobertas com 6leo mineral.

O sémen, congelado em palhetas de 0,25 ml, foi aquecido em agua a 35°C
por 30 segundos e preparado por centrifugacdo em gradiente de Percoll (Sigma P-
4937), de 45 e 90%, a 900 g por 30 minutos, em meio TALP-sémen [meio TALP com
10mM de hepes acido (J.T. Baker 4018-01)].

Foram recuperados 30 pl do sedimento, que foram avaliados quanto a

concentracdo e motilidade espermatica. A concentracao final foi ajustada para 25 x
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10° espermatozéides moéveis/mL com meio TALP-FIV sob o6leo mineral.
Posteriormente, 8 pL do sémen diluido foram adicionados as gotas contendo de 20 a
25 odcitos, obtendo-se a concentracdo final de 2 x 10° espermatozdides vivos/gota
(2 x 10° mL), resultando em 8-10 x 10° de espermatozdides por oécito. O periodo de
co-incubacéao foi de 18 a 20h, em incubadora a temperatura de 38,5°C,com 5% de

CO,em ar e umidade saturada.

3.2.7. CULTIVO IN VITRO (CIV) DOS PROVAVEIS ZIGOTOS.

Apoés o término da incubacdo com os espermatozéides, 0os provaveis zigotos
foram submetidos ao cultivo de desenvolvimento em placas de 4 po¢cos Nunc®, com
500 ul de meio SOF, cobertos com 6leo mineral, atmosfera de 5% de CO, em ar,
sob umidade saturada e mantida no interior de incubadora de cultivo a temperatura
de 38,5°C, durante 7 a 8 dias, para atingirem o estagio de blastocisto (dia O = dia da

fecundacdo).

A taxa de clivagem foi avaliada aproximadamente entre 32 a 36 horas apos a
fecundacéo in vitro (hpi), em microscopio estereoscopico (aumento de 50 X) e
embrides de duas e quatro células foram considerados clivados. No sétimo e oitavo
dia apdés a fecundacdo in vitro, foi avaliada a taxa de desenvolvimento até os

estadios de blastocisto.

3.2.8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados obtidos neste experimento foi utilizado o
teste do Qui-quadrado, sendo a probabilidade com nivel de significancia 5% (P <
0,05) usando tabela de contingéncia. Para o calculo do desvio padrdo e média as
variaveis foram analisadas pelo programa General Linear System (GLS) do SAS

sem transformacéo prévia das mesmas
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3.3. RESULTADOS

Os grupos D3, D5, D7 e D9, nao diferiram entre si com relagdo ao niumero de
foliculos (=2 mm) visualizados através da ultra-sonografia (195, 189, 161, 151,
respectivamente, tabela 1), também nédo houve diferenca no nimero de estruturas
recuperadas (152, 148, 116, 111, respectivamente), e nem na taxa de recuperacao
(77,94%; 78,30%; 72,04%; 73,50% respectivamente, tabela 1).

Também nado houve diferenca estatistica entre o nimero de odcitos viaveis
provenientes dos 4 grupos (133, 137, 103, 97, respectivamente, tabela 1) assim
como na qualidade dos odcitos viaveis distribuidos de acordo com o grau de
qualidade (Tabela 2). O numero de estruturas clivadas também nao diferiu entre os
gupos (106, 114, 74, 74, respectivamente tabela 3). Com relagdo ao numero total de
blastocistos os grupos D3 e D5 nédo diferiram entre si (66 vs 62), porém foram
superiores (P< 0,05) aos grupos D7 e D9 (34 vs 35 tabela 3).

TABELA 1. Numero total de foliculos (=2 mm) visualizados na ultra-sonografia,
estruturas totais recuperadas, taxa de recuperagdo, oocitos viaveis grau |, Il, Il

desnudo) e taxa de viaveis nos grupos D3, D5, D7 e D9 (n=10 vacas Nelore por

grupo).

Grupo D3 Grupo D5 Grupo D7 Grupo D9
NUMERO TOTAL 195 189 161 151
D MEDIALDD) (195+7,87)  (18,9+10,76)  (16,1%8,14) (15,146,17)
ESTRUTURAS TOTAIS 152 148 116 111
N EDIASR) (15,2+6,72)  (14,8+9,35) (11,746,660  (11,1%5,64)
TAXA DE R%S)UPERACAO 77,94 % 78,30% 72,04% 73,5%
(1)
OOCITOS VIAVEIS 133 137 103 97
(MEDIA+DP) (13,3+6,23)  (13,748,73)  (10,3+5,88) (9,7+5,22)
TAXA DE VIAVEIS (%) 87,5% 92,56% 88,03% 87,38%

Na mesma linha, valores nao diferem pelo teste do Qui-quadrado com nivel 5% (p<0,05). DP=desvio
padréo.
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TABELA 2 Numero total de od6citos viaveis, distribuidos de acordo com o grau de
qualidade, Gl , GlI, Glll e desnudo (D) nos grupos D3, D5, D7 e D9 (n = 10 vacas Nelore).

GRUPOS Gl Gll Glil D Total
53 44 24 46 19 133
(33,08%) (18,04%) (34,58%) (14,28%) (100%)
. 32 41 47 17 137
(23,35%) (29,92) (34,30) (12,40%) (100%)
D7 26 24 26 27 103
(25,24%) (23,30%) (25,24%) (26,21%) (100%)
- 21 20 38 18 97
(21,64%) (20,61%) (39,17%) (18,55%) (100%)

Na mesma linha, valores diferem, com nivel de significancia 5% (p< 0,05).

TABELA 3. NUmero total de o6citos viaveis, nimero total de estruturas clivadas, taxa de

clivagem 32 a 36 horas apds a FIV, numero total blastocistos e taxa de blastocistos

dos grupos D3, D5, D7 e D9 (n=10 vacas Nelore por grupo). Os blastocistos foram

avaliados nos dias 7 e 8 ap6s a FIV (DIA 0).

Grupo D3
) ] 133
OOCITOS VIAVEIS
(MEDIA£DP) (13,3+6,23)
ESTRUTURAS CLIVADAS 106 (10,6+)
(MEDIA+DP) '
66°
BLASTOCISTOS
(MEDIA+DP) (6,6+4,4)
TAXA DE BLASTOCISTOS 49,62%"

(%)

Grupo D5 Grupo D7 Grupo D9
137 103 97
(13,748,73) (10,345,88)  (9,745,22)
114 (11,4+) 74 (7,4+) 74 (7,4+)
622 34° 35°
(6.243,39)* (3,4£3,47)°  (3,5+3,86)°
45,25%° 33.00%" 36,08%"

Na mesma linha, valores com letras diferentes pelo teste do Qui-quadrado com nivel 5% (p< 0,05).

DP=desvio padrao.
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4. EXPERIMENTO 2

4.1 OBJETIVOS

O experimento 2 foi desenvolvido com base nos resultados obtidos no
experimento 1. Apesar de ndo haver diferenca no niamero total de odécitos viaveis e
taxa de clivagem nos 4 grupos (experimento 1) houve uma maior producédo de
blastocistos produzidos nos grupos aspirados no inicio da onda (grupos D3 e D5) do
qgue no final da onda (D7 e D9).

Baseados nestas observacdes, este experimento foi delineado com objetivo
avaliar em vacas Nelore a influéncia do momento da onda folicular induzida na taxa
de maturacdo nuclear e citoplasmatica de oocitos recuperados no inicio (D4) e final

da onda folicular induzida (D8). Foi testada a seguinte hipotese:

1. Odcitos quando recuperados no inicio da onda (Dia 4) teriam melhor competéncia,
portanto apresentariam melhor taxa de maturacao nuclear e citoplasmatica in vitro
do que odcitos aspirados no final da onda folicular (dia 8) da onda induzida de vacas

Nelore.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. DOADORAS

Foram selecionadas seis doadoras (n=6) que tiveram maior namero de
olcitos viaveis recuperados durante o experimento 1. Estas doadoras foram

submetidas neste experimento as mesmas condi¢des descritas no experimento 1.

4.2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As doadoras foram submetidas ao mesmo protocolo hormonal do experimento

1, porém as aspiracdes na primeira etapa foram realizadas em todas doadoras no
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dia 4 (grupo D4, dia intermediario entre D3 e D5, ja que ndo houve diferenca entre
estes no experimento 1). Na etapa subsequente, as mesmas vacas foram aspiradas
no dia 8 (Grupo D8, dia intermediério entre D7 e D9, figura 2). O intervalo entre as
aspiracoes foi de 21 dias.

FIGURA 2. Cronologia e protocolos experimentais dos grupos D4 e D8.

Grupo D4
+ CRESTAR - CRESTAR
+BE + Pgf2g AFD OPU
D-8
D-1 DO D4
Grupo D8
+ CRESTAR - CRESTAR
+BE + Pgf2g AFD OPU
D-8 D-1 DO D8

4.2.3. ASPIRACAO FOLICULAR, TRANSPORTE, LAVAGEM, SELECAO E
MATURACAO IN VITRO DOS OOCITOS.

AplOs os tratamentos hormonais, os procedimentos utilizados, desde a
obtencdo dos odcitos até a maturacdo in vitro, foram os mesmos descritos no

experimento 1.
4.2.4. AVALIACAO DA MATURACAO NUCLEAR E CITOPLASMATICA.
Apds maturagdo por 24h, foi realizada a remoc¢éo das células do cumulus com

0,2% de hialuronidase (Hyalozima®, Aspen) em PBS livre de Ca2+, com 0,1% de

alcool polivinilico (PVA; Sigma P-8136), e remocdo da zona peldcida com pronase
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(0,5% em PBS) por 3 minutos e depois em solu¢do acida (PBS pH 2,5) por 10
segundos, a temperatura ambiente. Posteriormente, os odcitos foram fixados em 3%
de formaldeido (Mallinckrodt 5016), em PBS, por 30 minutos a temperatura
ambiente, e incubados a 4°C durante a noite, em solugéo de bloqueio — SB [PBS
com 1mg/mL de albumina sérica bovina (BSA; Sigma A-6003), 100mM de glicina
(Plusone 17-1323-01) e 0,2% de azida de sddio (Sigma S-2002)].

Para a permeabilizagdo, foram tratados por 15 minutos a 38°C em SB
acrescida de 0,1% de Triton X-100 (USB 22686). Posteriormente, foram incubados
em 10ug/mL de Lens culinaris aglutinina conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC-LCA); esta lecitina se liga especificamente a o-D-manose presente nos
granulos corticais. Em seguida, os odcitos foram lavados em SB 3 vezes, corados
com 10 ug/mL de Hoechst 33342 em SB por 10 minutos, lavados novamente em SB,
montados em laminas e visualizados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus
— IX-FLA-70, Téquio, Japdo). Em cada grupo experimental os odcitos foram
avaliados quanto a maturacdo nuclear pela progressdo nuclear (excitacdo 330-
385nm e emisséo 420-490nm para o Hoechst) e para avaliacdo quanto a maturacao
citoplasmatica pela distribuicdo dos granulos corticais (filtro FITC: excitacdo 460-
490nm e emissdo 515nm, para o isotiocianato de fluoresceina).

Os odcitos foram classificados quanto a maturacao nuclear através do estagio
de progressdo nuclear, e foram considerados maturos 0s 00citos no estagio de
Metéafase Il (M Il), Figura 3. Quanto a maturacéo citoplasmatica, foram classificados
quanto a distribuicdo dos granulos corticais (GC), foram considerados imaturos os
oocitos com GC arranjados em “clusters” distribuidos por todo o citoplasma; os
oocitos com GC migrando para a periferia foram considerados parcialmente maturos
ou transicdo e somente o0s o00citos com GC dispostos na periferia de forma
homogénea foram considerados maturos; de acordo com a classificagdo de HOSOE
e SHIOYA (1996) e MEO (2002), Figura 4.
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FIGURA 3.

FIGURA 3. Fotomicrografias de odcitos bovinos MIV por 24h — Progresséo nuclear, e avaliados
sob microscopia de epifluorescéncia. (a) o6cito ndo maturo (VG); (b) od6cito maturo (VGBD)

(metéfase II). Azul: os o6citos foram corados com Hoechst 33342.

FIGURA 4.

FIGURA 4. Fotomicrografias de o6citos bovinos MIV por 24h — Distribuicdo dos granulos
corticais, e avaliados sob microscopia de epifluorescéncia. (a) GC dispostos em “clusters” no
citoplasma (o6cito imaturo); (b) GC em transicdo, dispostos em todo o citoplasma, no centro e
na periferia (06cito em transicdo imaturo/maturo); (c) GC dispostos na periferia (o6cito
maturo). Verde: os o6citos foram corados com lecitina (especiifica a a-D-manose) conjugada a
FITC.

4.2.5. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos dados obtidos no experimento 2, as variaveis
foram analisadas pelo programa General Linear System (GLS) do Statistics Analysis
System (SAS) utilizando o modelo que incluiu o efeito grupo com dois niveis
(maturacdo nuclear) ou trés niveis (maturacdo citoplasmatica) sendo que as

varidveis foram previamente transformadas em raiz quadrada das mesmas mais 0,5.
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4.3 RESULTADOS

N&o houve diferenca estatistica com relagdo ao numero total de odOcitos entre
os grupos D4 e D8 (78 vs 97 respectivamente), taxa de maturacéo nuclear (74.35%
vs 53,60%) e citoplasmatica (maturos - 48,71% vs 30,92%, transicdo — 25,64% vs
39,17% e imaturos 25,64% vs 29,89%respectivamente), tabela 4.

Tabela 4. Niomero total de odcitos, taxa de maturacdo nuclear e citoplasmatica nos

grupos D4 e D8. (n=6 vacas Nelore por grupo).

MATURACAO MATURACAO
NUCLEAR CITOPLASMATICA
Odcitos
GRUPOS totais Maturos Imaturos Maturos Transicao Imaturos
(média)
58 20 38 20 20
D4 78 (13) (74,35%) (25,6%) (48,71%) (25,64%) (25,64%)
D8 97 (16) 52 45 30 38 29

(53,60%)  (46,39%) (30,92%)  (39,17%)  (29,89%)

Na mesma linha, valores ndo diferem.com nivel de significancia 5% (p<0,05).



31

5. DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1 e 2

Os grupos D3, D5, D7 e D9, nao diferiram entre si com relagcdo ao niumero de
foliculos (=2 mm) visualizados através da ultra-sonografia (195, 189, 161, 151,
respectivamente, tabela 2), porém nota-se uma tendéncia dos animais dos grupos
D3 e D5 a apresentarem mais foliculos, o que refletiu em um maior nimero de
estruturas recuperadas por meio da OPU (152, 148, 116, 111 respectivamente,
tabela 1), mas sem apresentar novamente diferenca estatistica observando-se o
mesmo na taxa de recuperacao (77,94%; 78,30%; 72,04%; 73,50% respectivamente,
tabela 1).

Isto pode estar associado ao inicio da onda (D3 e D5) onde os foliculos sao
pequenos e mais numerosos, pois se encontram numa fase inicial de crescimento, ja
nos grupos D7 e D9, alguns foliculos ja tendem a entrar em atresia e regredirem,
diminuindo assim o numero total de estruturas visualizados nos ovérios, além disso,
o foliculo dominante (maior foliculo) e o segundo maior foliculo, possuem maior
diametro e tendem a ter menor taxa de recuperacéo, pois foliculos > 4 mm tendem a
ter menor taxa de recuperacdo (50%) do que foliculos < 4mm (72,2%) mas sem
diferirem na taxa de producédo de blastocistos (SENEDA et al., 2001), o que foi
confirmado posteriormente em outro experimento onde o didametro do foliculo
aspirado também néo influenciou na taxa de blastocistos (CASTILHO, 2003).

Estes dois fatores, menor nimero e maior diametro, podem influenciar na taxa
de recuperacdo de odcitos de acordo com a fase do ciclo estral em que a doadora é
submetida a OPU.

Também n&o houve diferenca estatistica entre o numero total de odcitos
viaveis (contrariando a hipétese 1) provenientes dos 4 grupos (133, 137, 103, 97,
tabela 1) sendo que novamente os grupos D3 e D5 tiveram numericamente maior
quantidade de estruturas viaveis, isto pode ser reflexo da tendéncia destes dois
grupos de terem mais foliculos, melhor taxa de recuperacédo e niumero de estruturas
recuperadas.

Quando os odcitos totais foram subdivididos pelo grau de qualidade (Gl, GlI,

Glll e desnudo) em cada grupo, também n&o houve diferenca significativa, sendo
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gue ha mais uma vez um a tendéncia de melhor qualidade dos oécitos aspirados no
inicio da onda (D3 e D5, Tabela 2).

A taxa de clivagem também foi semelhante entres os grupos (79,69%;
83,21%; 71,84%; 76,28% respectivamente, tabela 3).

Com relacdo ao numero total de blastocistos os grupos D3 e D5 néo diferiram
entre si (66 vs 62), porém foram superiores (P< 0,05) aos grupos D7 e D9 (34 vs 35
tabela 5). Entre os grupos D7 e D9 também n&o houve diferenca. A taxa de
producdo de blastocistos foi de 49,62% e 45,25% para os grupos D3 e D5
respectivamente, sendo superior aos dos grupos D7 e D9, 33,00% e 36,09%
respectivamente. Estes resultados confirmam a segunda hipétese onde o momento
mais propicio para a obtencdo de odcitos através da OPU, seria proximo a fase do
desvio folicular, onde os odcitos teriam melhor competéncia oocitaria, tendo assim
condicbes mais adequadas de maturacdo, fertilizacdo e consequientemente se
desenvolver até a fase de blastocistos. Os resultados deste experimento estdo de
acordo com os resultados de trabalhos publicados onde n&o houve diferenga na
producédo de blastocistos quando se recuperou 0s 06citos nos dias 2, 3 ou 5 da onda
folicular (CASTILHO, 2003, HENDRIKSEN et al., 2004, MACHATKOVA et al., 2004),
e que somente em fases mais avancadas do periodo de dominéancia, dias 7 ou 8,
houve uma queda na producdo concluindo que neste periodo um possivel estadio
avancado de atresia compromete a competéncia oocitaria nos foliculos subordinados
(VASSENA et al., 2003, MACHATKOVA et al., 2004, HENDRIKSEN et al. 2000,
2004).

Apesar de alguns trabalhos terem demonstrado que odcitos provenientes de
foliculos maiores se desenvolvem melhor in vitro (PAVLOK et al., 1992;
LOONERGAN et al., 1994; ARLOTTO et al., 1996; HAGEMANN et al., 1999b), o que
poderia ser explicado pelo fato que estes foliculos maiores terem sido expostos ao
LH por maior periodo, ou seja, maturados in vivo, mas em contrapartida os foliculos
subordinados, mais numerosos, tendem a estar em grau avancado de atresia e
portanto terem sua competéncia oocitaria afetada, podendo levar a baixa producéo e
qualidade dos embrides. Outro fator relevante € que os protocolos laboratoriais de
producdo in vitro, sdo baseados em estudos realizados com odcitos obtidos de
ovarios provenientes de abatedouro, onde 0os meios e o tempo de maturacdo sao
padronizados para 0s o0citos serem maturados in vitro e ndo padronizados para

oocitos que sofreram maturacéo in vivo.
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No Experimento 2, também nédo houve diferenca no namero total de odcitos
totais recuperados nos grupos D4 e D8 (78 vs 97 respectivamente, Tabela 4)
confirmando resultados do experimento 1, onde independente da fase da onda
folicular a taxa de recuperacdo de odcitos viaveis é semelhante. Mas quando
analisamos a taxa de odcitos que sofreram maturacdo nuclear concluimos que na
fase inicial da onda ocorre uma maior porcentagem de maturacao nuclear (74,35%
vs 53,60% respectivamente). Quanto a taxa de maturacdo citoplasmatica, o grupo
D4 foi superior ao grupo D8 maturos (48,71% vs 30,92%, respectivamente, Tabela
4). O pequeno numero de animais (n=6) pode explicar a auséncia de uma diferenca
estatistica significante com relacao as taxas de maturacdo nuclear e citoplasmatica,

No experimento 1, apesar de ndo obtermos maior qualidade e/ou qualidade
subjetiva dos odcitos, a taxa final de producdo de Blastocistos foi superior quando
recuperamos 00citos no inicio na onda (D3 E D5), isto pode ser explicado com os
resultados do experimento 2, pois as taxas de maturacdo foram superiores no inicio
da onda. Portanto estes resultados sdo importantissimos para nos auxiliarem no
estudo da dinamica folicular na raca Nelore, e melhorarmos as taxas de PIV de
embrides bovinos em nossos laboratorios.

Outro fato bastante interessante obtido no experimento 2, foi a observacgéo de
uma assincronia entre a taxa de maturacdo nuclear e citoplasmatica, sendo que a
primeira obteve maiores porcentagens tanto para o grupo D4 (74,35% vs 48,71%)
quanto para o D8 (53,60% vs 30,92%).

Quando analisamos o0s resultados da maioria dos laboratérios, tanto
comerciais quanto de pesquisa, observamos que as taxas de clivagem sédo em torno
de 70 a 80% dos odQcitos viaveis, estes niumeros estdo proximos das taxas de
maturacdo nuclear obtidas no experimento 2, porém as taxas de producdo de
blastocistos sdo bem mais baixas, e variam entre 40 e 50% sendo estas muito
proximas das taxas de maturacdo citoplasmaticas, estes resultados merecem
atencao especial, pois a baixa maturacao citoplasméatica pode estar sendo o grande
limitador nos indices da PIV. Portanto a pesquisa mais aprofundada da maturacao
citoplasmatica, pode futuramente aperfeicoar e melhorar as taxas de producao e
qualidade dos embrides in vitro permitindo inclusive sua melhor sua criopreservacao

para uso posterior dos embrides.
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Baseado nestes fatos, a recuperacao de odcitos realizada no inicio da onda
em vacas Nelore, seria mais indicada do que em relacdo a fases avancadas de
dominancia, pois teriamos uma melhor competéncia oocitaria, o que acarretaria
numa maior producdo final de blastocistos, ja que estes odécitos adquirem
competéncia para se desenvolver em um sistema in vitro quando o foliculo adquire
um diametro de 2 a 3 mm (BLONDIN; SIRARD, 1995).
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6. CONCLUSAO

Experimento 1

1. Nao houve diferenca estatistica com relacdo ao total de foliculos (> 2 mm)
visualizados na ultra-sonografia assim como no total de estruturas e odcitos viaveis
recuperadas através da OPU no momento da aspira¢do nos 4 grupos (contrariando
a hipétese 1)

2. Nao houve diferenca na qualidade dos odcitos e na taxa de clivagem dos odcitos

nos 4 grupos.

3. O numero total e a porcentagem de blastocistos produzidos foram maiores nos

grupos D3 e D5 do que nos grupos D7 e D9 (confirmando a hipétese 2).
Experimento 2
1. Nao houve diferenca significante nas taxas de maturacao nuclear e

citoplasmatica dos odcitos provenientes dos grupos D4 e D8, contrariando a

hipotese testada.
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