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RESUMO

GIMENES, L. U. Taxa de recuperacdo in vivo e competéncia in vitro de o6citos
bubalinos, zebuinos e taurinos aspirados em diferentes fases da onda de
crescimento folicular. [In vivo recovery rate and in vitro competence of Bubalus
bubalis, Bos indicus and Bos taurus oocytes obtained at different phases of follicular
wave]. 2010. 122 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

O objetivo do presente estudo foi o de determinar em qual fase da onda de
crescimento folicular sdo obtidas maiores taxas de recuperacdo e competéncia de
oocitos obtidos por aspiracao folicular (OPU) em novilhas cruzadas (Bos indicus x
Bos taurus; Capitulo 1) ou em novilhas bubalinas (Bubalus bubalis), zebuinas
(Nelore; Bos indicus) e taurinas (Holandés; Bos taurus; Capitulo 2). No Capitulo 1,
30 novilhas cruzadas foram submetidas a OPU aos 2 (D2), 4 (D4) e 6 (D6) dias apds
a emergéncia da onda de crescimento folicular (n=10/ grupo), em delineamento
“cross-over” realizado em 3 réplicas. Os odcitos recuperados foram selecionados e
0s viaveis submetidos aos procedimentos de producgao in vitro. Os dados foram
analisados por ANOVA, utilizando o PROC MIXED, considerando os efeitos fixos de
momento de OPU, de réplica e da interagado entre eles, e o efeito aleatério de
doadora. Foram produzidos maior taxa de blastocistos aos 6 dias pés-FIV, bem
como maior numero de blastocistos aos 9 dias pds-FIV e maior numero de nucleos
dos embrides eclodidos quando procedeu-se com aspiracdo no D2. Contudo, a OPU
realizada no D6 também influenciou positivamente a taxa de blastocistos 6 dias pos
FIV e nao diferiu dos outros momentos com relagcdo ao numero de nucleos dos
embrides eclodidos. No Capitulo 2, foram realizados 2 experimentos (1 e 2). No
Experimento 1, foi avaliado o efeito de 50 mg de progesterona injetavel na
sincronizagao de emergéncia folicular em novilhas Nelore, Holandesas e bubalinas
submetidas a protocolo de sincronizag&do a base de progestageno associado a 2 mg
de benzoato de estradiol (n=10/ grupo). Os dados foram analisados por regresséo
logistica, utilizando o PROC GLIMMIX. O momento da emergéncia folicular n&o foi
afetado pela administragao de progesterona injetavel, ocorrendo entre 4,2 a 4,5 dias
apos o inicio do protocolo de sincronizagdo para os trés grupos genéticos. No
Experimento 2, foram avaliados os efeitos de momento de sincronizagdo da
emergéncia folicular para a aspiragao folicular (1, 3 ou 5 dias apds a emergéncia) e

de grupo genético (Nelore, Holandés e bufalo) na produgao de embrides in vitro. Um



total de 27 novilhas (9 de cada grupo genético, subdivididas nos 3 momentos de
aspiracao folicular) foram submetidas a 6 sessdées de OPU, em delineamento “cross-
over”. Os odcitos recuperados foram selecionados e os viaveis submetidos aos
procedimentos de producdo in vitro. Os dados foram analisados por ANOVA,
utilizando o PROC MIXED, considerando os efeitos fixos de momento de OPU, de
grupo genético, de réplica e da interacao entre eles, e o efeito aleatério de doadora.
Os resultados demonstraram que novilhas Nelore apresentaram melhor eficiéncia
para a producao de embrides in vitro do que as novilhas Holandesas ou bubalinas, e
que a aspiracao folicular realizada em diferentes momentos da onda folicular

sincronizada néao influenciou a producgao in vitro.

Palavras-chave: PIV. OPU. Sincronizagao da emergéncia folicular. Grupo genético.



ABSTRACT

GIMENES, L. U. In vivo recovery rate and in vitro competence of Bubalus
bubalis, Bos indicus and Bos taurus oocytes obtained at different phases of
follicular wave. [Taxa de recuperacdo in vivo e competéncia in vitro de odcitos
bubalinos, zebuinos e taurinos aspirados em diferentes fases da onda de
crescimento folicular]. 2010. 122 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The objective of the present study was to determine in which phase of follicular wave
higher recovery rates and better oocyte competence can be obtained by ovum pickup
(OPU) in crossbred (Bos indicus x Bos taurus; Chapter 1) or buffalo (Bubalus
bubalis), Nelore (Bos indicus) and Holstein heifers (Bos taurus; Chapter 2). In
Chapter 1, 30 crossbred heifers were submitted to OPU on days 2 (D2), 4 (D4) or 6
(D6) after follicular wave emergence (n=10/ group), in a cross-over design performed
in 3 replicates. Oocytes recovered were selected and those viable were submitted to
in vitro embryo procedures. Data were analyzed by ANOVA, using PROC MIXED, in
which time of OPU, replicate and interaction between these factors were considered
as fixed effects, and donor was considered as a random effect. Higher blastocyst rate
(6 days after IVF), number of blastocysts (9 days after IVF), and number of nuclei of
hatched embryos were produced when OPU was done on D2. However, OPU on D6
also produced a higher blastocyst rate (6 days after IVF), and did not differ from other
times of OPU concerning number of nuclei of hatched embryos. In Chapter 2, two
experiments were performed. In Experiment 1, the effect of 50 mg of injectable
progesterone was evaluated in the synchronization of follicular wave emergence of
Nelore, Holstein, and buffalo heifers submitted to a progestin plus 2 mg of estradiol
benzoate protocol (n=10/ group). Data were analyzed by logistic regression, by
PROC GLIMMIX. The time of follicular wave emergence was not affected by
administration of injectable progesterone. Besides, follicular wave emergence
occurred between 4.2 and 4.5 days after the beginning of synchronization protocol
for all genetic groups. In Experiment 2, the effects of time of OPU relative to follicular
wave emergence (1, 3 or 5 days) and of genetic group (Nelore, Holstein, and buffalo)
on in vitro embryo production were evaluated. A total of 27 heifers (9 of each genetic
group, assigned in the 3 times of OPU) were submitted to 6 OPU sessions, in a
cross-over design. Oocytes recovered were selected and those viable were

submitted to in vitro embryo procedures. Data were analyzed by ANOVA, using



PROC MIXED, in which time of OPU, genetic group, replicate and interaction
between these factors were considered as fixed effects, and donor was considered
as a random effect. Results demonstrated that Nelore heifers showed a better
efficiency for in vitro embryo production than Holstein or buffalo heifers. Additionally,
OPU performed at different times of synchronized follicular wave did not influence in

vitro embryo production.

Keywords: IVP. OPU. Synchronization of follicular wave. Genetic group.
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1 INTRODUCAO

Com a crescente expansao do agronegécio, diversas técnicas de reproducao
assistida tém sido empregadas e adaptadas com a finalidade de maximizar a
producdo. Devido aos avangos biotecnoldgicos € possivel obter individuos de alto
valor produtivo, oriundos tanto de material genético masculino (inseminagéo
artificial), quanto de material genético feminino (superovulagao e transferéncia de
embrides, produgdo in vitro e aspiragao folicular guiada por ultrassonografia),
aumentando a velocidade de selecao.

A técnica pioneira na multiplicacdo de material genético materno foi a
transferéncia de embrides, primeiramente relatada em coelhos em 1890 por Heape.
Em bovinos, no entanto, maior difusdo ocorreu a partir da década de 70 quando a
abordagem deixou de ser cirurgica (BALL; PETERS, 2004). Porém, em bubalinos, a
eficiéncia da técnica é inferior em comparagdo aos bovinos visto que poucas
estruturas, geralmente de baixa qualidade, s&o recuperadas mesmo quando a
resposta superovulatéria é satisfatéria (BARUSELLI et al., 2007; CAMPANILE et al.,
2010).

Paralelamente, o desenvolvimento da produg&o de embrides in vitro (PIV) em
bovinos tem sido possivel ha algumas décadas devido a obtencdo de odcitos
provenientes de ovarios de abatedouro. Entretanto, apesar de ser uma pratica
bastante difundida, tem havido aumento na demanda por odcitos de animais vivos
de alto valor genético, colhidos pela técnica de aspiragao folicular guiada por ultra-
sonografia (OPU — Ovum pick up; BRENNER, 1999; GALLI et al., 2001). Em
bubalinos, o insucesso na transferéncia de embrides torna a OPU-PIV uma
ferramenta mais viavel para a espécie. Adicionalmente, a obtencao de odcitos in vivo
tem se mostrado uma alternativa quando comparada aos provenientes de ovarios de
matadouro, devido a menor frequéncia de abate e de descarte do que em bovinos.

A associacdo da OPU com a PIV, embora promissora, tem apresentado
baixas taxas de producéo de blastocistos e de prenhez (GARCIA; SALAHEDDINE,
1998; MERTON et al., 2003). Em bubalinos s&o obtidas taxas de blastocisto entre
9,5 e 30,0% (GASPARRINI, 2002; FERRAZ et al., 2005; SA FILHO et al., 2009),
frente aos maiores resultados obtidos em bovinos (entre 30,0 e 45,0%; HASLER et

al., 1995). Estes resultados sao influenciados por variaveis de ordem técnica e
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bioldgica, sendo que a primeira foi a mais explorada e levou ao desenvolvimento ou
adaptacdo de uma gama de opgdes em sistemas de aspiracao folicular e de cultivo
(BOLS et al., 2004). Entretanto, considerando-se os indices atualmente obtidos nas
etapas de laboratério, o sucesso da producdo in vitro de embrides esta diretamente
relacionado ao numero e qualidade dos COCs que sao destinados ao cultivo
(VIANA; BOLS, 2005).

Um dos fatores que influenciam diretamente a quantidade e qualidade de
o6citos obtidos por sessao de aspiracao e, consequentemente, a competéncia para
producdo embrionaria, é a fase do ciclo estral (MACHATKOVA et al., 1996, 2000;
HENDRIKSEN et al., 2000; MERTON et al., 2003; VASSENA et al., 2003). Em Bos
taurus (HAGEMANN, 1999) e em bubalinos (Bubalus bubalis; MANJUNATHA et al.,
2007) verificou-se que um foliculo dominante é capaz de exercer efeitos negativos
sobre foliculos subordinados, tais como atresia folicular, e, consequentemente, sobre
a qualidade dos odcitos contidos nesses foliculos. Entretanto, alguns pesquisadores
demonstraram que € desejavel que os odcitos colhidos por OPU sejam provenientes
de foliculos em estagio inicial de atresia, uma vez que as alteragbes produzidas
nestes sdo semelhantes as observadas no momento da ovulagdo (revisado em
HENDRIKSEN et al., 2000; WIT; WURP; KRUIP, 2000; VASSENA et al., 2003).

Com excegao de um estudo realizado em bubalinos, porém com ovarios de
animais post-mortem (MANJUNATHA et al., 2007), ndo foram descritos os efeitos da
fase do ciclo estral sobre os resultados da PIV nesta espécie. Esta seria uma
resposta relevante, principalmente do ponto de vista comercial, uma vez que as
taxas de recuperacado de odcitos e de produgcdo embrionaria em bubalinos ainda
permanecem inferiores as obtidas em bovinos, como mencionado previamente.

Devido a indefinicdo sobre qual fase da onda de crescimento folicular seria
melhor para elevar os indices da OPU-PIV em Bos taurus, e a escassez de
informacéo sobre o assunto tanto em bovinos da raca Nelore e cruzados quanto em
bubalinos, o presente estudo foi delineado com base nas hipoteses e objetivos

apresentados a seguir.
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2 HIPOTESES

As hipéteses do presente estudo sao:

1) A OPU realizada apdés a divergéncia folicular aumenta a taxa de
recuperagcao e a competéncia oocitaria em relagdo a realizada antes da selecao
folicular (Capitulos 1 e 2).

2) A taxa de recuperagdo e a competéncia de odcitos bovinos (Nelore e

Holandesa) é maior do que a de odcitos bubalinos (Capitulo 2).



3 OBJETIVOS
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Para testar as hipoteses, o objetivo geral foi 0 de determinar em qual fase da

onda de crescimento folicular sdao obtidas maiores taxas de recuperacdo e

competéncia de odcitos obtidos por OPU em novilhas cruzadas (Bos indicus x Bos

taurus; Capitulo 1) ou em novilhas bubalinas (Bubalus bubalis), zebuinas (Nelore;

Bos indicus) e taurinas (Holandés; Bos taurus; Capitulo 2).

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

1) Avaliar e comparar o efeito do momento da OPU em relagdo a onda de

crescimento folicular sobre (Capitulos 1 e 2):

a taxa de recuperacéao de odcitos;

a qualidade de odcitos;

a qualidade embrionaria, pelas taxas de clivagem, de
blastocistos, de eclosdo, e também pela contagem do numero

de nucleos dos embrides eclodidos.

2) Avaliar e comparar o efeito de grupo genético sobre (Capitulo 2):

a taxa de recuperacao de odécitos;

a qualidade de odcitos;

a qualidade embrionaria, pelas taxas de clivagem, de
blastocistos, de eclosdo, e também pela contagem do numero

de nucleos dos embrides eclodidos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

Tendo em vista os avangos observados na OPU-PIV é importante revisar
alguns conceitos que servirdo de base para a compreensao das hipdteses e
objetivos do presente estudo, bem como para a discussdo dos resultados nas

secdes que se seguirdo.

41 FOLICULOGENESE E OOGENESE EM BOVINOS E BUBALINOS

As caracteristicas do desenvolvimento dos foliculos desde a origem
embriologica até a fase antral em cada espécie podem fornecer subsidios para
explicar determinadas dificuldades encontradas em trabalhos sobre OPU-PIV,
contribuindo para o avango nas pesquisas com propdsito pratico.

No inicio da vida embrionaria, as cristas genitais sdo as estruturas
precursoras das gbénadas (LIN et al.,, 2002; AERTS; BOLS, 2010). Estas sao
invadidas por células germinativas primordiais (CGP) oriundas do endoderme do
saco vitelinico, formando os corddes sexuais. Durante os processos de migracéo e
invasao das CGP, as divisdes celulares ocorrem por mitose (ADAMS et al., 2008).
Os corddes sexuais se desagregam formando “clusters”, se desenvolvendo a “rete
ovarii” e o estroma vascular ovariano (LIN et al., 2002). As células germinativas
passam a ser denominadas de oogoénias, sendo circundadas por células somaticas
achatadas, formando os foliculos primordiais (HURK; ZHAQO, 2005). Em determinado
momento da vida fetal, as oog6nias passam a se dividir por meiose até a profase | -
tornando-se odcitos primarios - permanecendo “bloqueados” nesta fase conhecida
como vesicula germinativa (HURK; ZHAO, 2005; ADAMS et al., 2008). A meiose
somente é reiniciada apods o pico pré-ovulatério de LH (HURK; ZHAO, 2005; AERTS;
BOLS, 2010), sendo completada apds a fecundagao, quando o numero dipldide da
especie é restabelecido na forma de zigoto.

A partir da formagdo dos foliculos primordiais, verifica-se o crescimento
gradual no didmetro do odcito, além da proliferagdo e mudanga na conformagéo das

células da granulosa, processo este conhecido como ativagdo dos foliculos



25

primordiais (BINELLI; MURPHY, 2010). Os foliculos passam de primordiais a
primarios quando a camada unica de células da granulosa deixa de ser achatada e
se torna cubdide. A medida que aumentam o nimero de camadas de células da
granulosa em torno do oécito e se inicia a deposicdo de zona pelucida, estes se
tornam foliculos secundarios. Em seguida, estas estruturas ingressam na fase
conhecida como antral, ao adquirir uma cavidade preenchida por fluido folicular entre
as células da granulosa e o odcito (ADAMS et al., 2008; AERTS; BOLS, 2010). Em
bovinos, foliculos primordiais, primarios e secundarios estdo presentes nos ovarios
fetais aos 90, 140 e 210 dias de gestacdo (RUSSE', 1983 apud FAIR, 2003, p. 204).
Em bubalinos, oogbnias e foliculos primordiais sdo encontrados entre 0 e 3 meses
de gestacao, foliculos primarios e secundarios (pré-antrais) podem ser detectados
aos 4 e 6 meses, e foliculos antrais sdo visualizados a partir do 7° més de gestagéo
(CARVALHO et al., 2007).

No periodo de ativagao dos foliculos primordiais o desenvolvimento é regido
basicamente por fatores de crescimento, tais como BMP4, BMP7, BMP15, GDF9,
bFGF, kit ligand, FIG-a, Lhx8, Sohlh2, Fox12, (AERTS; BOLS, 2010; BINELLI;
MURPHY, 2010). Ja o estimulo para o crescimento de foliculos secundarios € dado,
ao menos in vitro, pelos IGF-1 e 2 (AERTS; BOLS, 2010; BINELLI; MURPHY, 2010).
Na fase antral, além dos fatores de crescimento como FGF8, IGF-1 e 2, ha uma
importante participagdo das gonadotrofinas, estando o FSH envolvido na fase antral
inicial e o LH mais relacionado a fase pré-ovulatéria (AERTS; BOLS, 2010; BINELLI,
MURPHY, 2010). Da fase primaria até a antral sdo necessarios pelo menos 180 dias
em bovinos, sendo que destes, no minimo 42 dias (ou dois ciclos) sdo requeridos
para que o foliculo antral complete seu desenvolvimento até a fase pré-ovulatoria
(LUSSIER; MATTON; DUFOUR, 1987).

E importante verificar que o nimero de estruturas ovarianas presentes na vida
adulta sofre influéncia das diversas etapas do desenvolvimento folicular/oocitario:
formagao das células germinativas primordiais, migracdo das CGP, colonizacao das
gbnadas, diferenciagdo das CGP em oogoénias, proliferagdo das oogodnias, inicio da
meiose, bloqueio em profase |, atresia durante a fase antral e reativacdo da meiose
devido ao pico pré-ovulatério de LH (HURK; ZHAO, 2005). Neste contexto, do

numero maximo de odécitos encontrados na vida fetal em bovinos (entre 2.100.000 e

1 RUSSE, I. Oogenesis in cattle and sheep. Bibliotheca Anatomica, v. 24, p. 77-92, 1983.
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2.700.000), ocorre redugao de cerca de 95% até o nascimento (entre 130.000 e
135.000; HURK; ZHAO, 2005; AERTS; BOLS, 2010; BINELLI; MURPHY, 2010),
gerada pelo processo de apoptose (AERTS; BOLS, 2010). Embora ndo tenham sido
encontradas informag¢des sobre o numero de células de linhagem germinativa em
bubalinos, sabe-se que nesta espécie o numero de foliculos primordiais é
consideravelmente menor do que em bovinos (cerca de 10 vezes menor (MANIK et
al., 2002), sendo encontrados entre 10 a 12.000 foliculos primordiais; DANELL,
1987). Adicionalmente, também se observa menor numero de foliculos antrais nos
bubalinos quando comparados aos bovinos devido ao processo de atresia (47, 5 +
23,8 vs. 233,0 £ 95,8; P < 0,002; LE VAN TY et al., 1989).

Estas informagbes sdo particularmente relevantes em programas de OPU-
PIV, uma vez que o numero de estruturas recuperadas e a qualidade das mesmas
sao fundamentais para a obtencao de taxas aceitaveis de blastocistos. Em recente
estudo (IRELAND et al., 2008) demonstrou-se que a reserva de foliculos primordiais,
pré-antrais e antrais pode ser estimada pela contagem do numero de foliculos
antrais visualizados durante o ciclo estral de fémeas bovinas adultas. Animais com
alta contagem de foliculos antrais apresentam maior reserva ovariana, além de
maior numero de foliculos e odcitos saudaveis (em relagdo aos atrésicos) e maiores
concentragdes de hormdnio anti-mulleriano (AMH) circulantes do que animais com
baixa contagem de foliculos antrais. No entanto, este mesmo grupo de pesquisa
verificou ainda que animais com baixa contagem de foliculos antrais apresentam
maiores concentragbes de FSH circulantes, regulando positivamente a aromatase,
os receptores de estradiol e a produgdo de estradiol pelas células da granulosa
(IRELAND et al., 2009). Os autores especulam que as altas concentragdes de
estradiol intrafoliculares, associadas a maior responsividade das células do cumulus
e dos odcitos ao estradiol, podem levar ao comprometimento na maturagcao e
competéncia oocitaria neste grupo de animais. Com base nestes recentes achados,
muito embora ainda n&o existam trabalhos correlacionando diretamente baixo
numero de foliculos antrais e reducdao na fertilidade, talvez seja adequado pré-

selecionar doadoras de odcitos de acordo com a contagem de foliculos antrais.



27

4.2 DESENVOLVIMENTO FOLICULAR EM BOVINOS E BUBALINOS

Durante o ciclo estral de bovinos e bubalinos observa-se que o
desenvolvimento folicular ocorre em ondas. Em bovinos, ha variagdo de uma (SAVIO
et al., 1988) a quatro (SIROIS; FORTUNE, 1988; RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE,
1995; ZEITOUN; RODRIGUEZ; RANDEL, 1996), embora seja mais frequente a
ocorréncia de duas ou trés ondas (PIERSON; GINTHER, 1984; SAVIO et al., 1988;
SIROIS; FORTUNE, 1988; GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; KNOPF et al.,
1989; RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE, 1995; FIGUEIREDO et al., 1997; NOSEIR,
2003; WOLFENSON et al.,, 2004). Em bubalinos, sdo relatadas de uma a trés
(MANIK; MADAN; SINGLA, 1994; BARUSELLI et al., 1997; PRESICCE et al., 2004),
sendo mais comum o padrdo de duas ondas de crescimento folicular (MANIK;
MADAN; SINGLA, 1994; BARUSELLI et al., 1997; ALl et al., 2003; PRESICCE et al.,
2004). Em ambas as espécies o numero de ondas de crescimento folicular pode ser
influenciado por varios fatores como: duragdo da fase lutea (GINTHER; KNOPF;
KASTELIC, 1989; BARUSELLI et al., 1997), baixa ingestao de nutrientes (MURPHY
et al., 1991), concentragdes plasmaticas de inibina-A e FSH (PARKER et al., 2003),
categoria animal (PRESICCE et al., 2004), entre outros.

Cada onda folicular € caracterizada por um grupo de foliculos antrais com
didmetros ao redor de 3 a 4 mm que sao recrutados (emergéncia ou recrutamento
folicular) e iniciam uma fase de crescimento comum por cerca de trés dias
(GINTHER et al., 2003). Destes, apenas um continua seu desenvolvimento (foliculo
dominante; FD), enquanto os outros decrescem de tamanho (foliculos subordinados;
FS; LUCY et al., 1992), estabelecendo-se entdo, o fenbmeno da divergéncia ou
desvio folicular. Durante a fase luteinica, o FD se torna anovulatério, devido a baixa
frequéncia na pulsatilidade de LH (regresséo e atresia), e uma nova onda se inicia
(GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; WEBB et al.,, 1999; DRIANCOURT, 2001).
Contrariamente, apds a lutedlise, o foliculo dominante culmina na ovulacao
(FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004).

Embora algumas caracteristicas da dinamica folicular de bovinos e bubalinos
sejam semelhantes, varias sédo as diferengas entre estas espécies. Devido ao menor
pool folicular encontrado em bubalinos, como citado previamente nesta revisao, é

possivel que sejam encontradas diferengas no numero de foliculos no momento do
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recrutamento folicular entre bovinos e bubalinos, ainda que nao tenham sido
relatados na literatura estudos contemporéneos entre estas espécies. Entretanto,
verificou-se em recente estudo (CARVALHO et al., 2008) que novilhas Bos indicus
(Nelore e Gir) apresentam maior numero de foliculos no momento da emergéncia
folicular (33,4% + 3,2) do que novilhas Bos taurus (Holandés e Angus; 25,4° + 2,5),
sendo que as cruzadas (Bos taurus x Bos indicus; Angus x Nelore e Holandés x Gir;
29,6® + 2,5) ndo diferem das outras ragas. Esta caracteristica é particularmente
importante na escolha de doadoras tanto em programas de superovulagdo (SOV)
quanto de OPU-PIV.

Outro momento no qual sdo descritas diferengas entre bovinos e bubalinos &
a divergéncia folicular. Embora esta fase ocorra cerca de dois dias € meio a trés dias
apos a emergéncia folicular ou a ovulagao (GINTHER et al., 1996; SARTORELLI et
al., 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2007; GIMENES et al., 2008), os
didmetros alcangados tanto pelo FD quanto pelo maior foliculo subordinado (FS) s&o
diferentes de acordo com o grupo genético. Embora nenhum estudo comparativo
tenha sido realizado, os tamanhos foliculares médios do FD e FS no desvio folicular
parecem ser maiores em Holandesas (8,5 mm e 7,2 mm, respectivamente;
GINTHER et al., 1996) do que em bubalinos (7,2 mm e 6,4 mm, respectivamente;
GIMENES et al., 2007), e nestes maiores do que em Nelore (6,2 a 5,4 mm para o FD
e 58 a 54 mm para o FS; SARTORELLI et al.,, 2005; CASTILHO et al., 2007;
GIMENES et al., 2008).

Por fim, os didmetros maximos alcangados em cada onda de crescimento
folicular ndo sdo semelhantes em bovinos e bubalinos, e talvez isto seja atribuido as
diferencas anatdmicas existentes entre estas duas espécies, tendo-se em vista que
nas bufalas os ovarios apresentam menor tamanho e peso quando comparados a
vaca bovina (VITTORIA, 1997). Os diametros maximos alcangados em Bos taurus
variam entre 12,9 a 17,1 mm (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989); em Bos indicus
de 9,4 a 12,1 mm (FIGUEIREDO et al., 1997), e em bubalinos de 11,1 a 15,1 mm
(MANIK; MADAN; SINGLA, 1994; BARUSELLI et al., 1997), dependendo do numero
de ondas de crescimento folicular.

O conhecimento de fisiologia €, portanto, fundamental para a compreensao
dos resultados obtidos quando biotécnicas como a SOV, a OPU ou a PIV sao
aplicadas aos diferentes grupos genéticos, demonstrando que estratégias diversas

precisam ser empregadas para alcangar maxima eficiéncia nesses processos.
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43 COMPETENCIA OOCITARIA PARA A PRODUGAO DE EMBRIOES IN
VITRO

O sucesso das técnicas de OPU-PIV esta estritamente relacionado a
competéncia dos odcitos para a producdo de embrides in vitro. Deste modo, a
competéncia oocitaria pode ser caracterizada por alguns eventos-chave, dentre eles:
o reinicio da meiose, a ativagao das clivagens apods a fertilizagdo, o desenvolvimento
ao estagio de blastocisto, a indugdo da prenhez e a capacidade de leva-la a termo, e
o desenvolvimento saudavel a termo (SIRARD et al., 2006). Porém, o critério mais
frequentemente empregado pela maioria dos laboratérios € o desenvolvimento a
blastocisto, uma vez que odcitos incompetentes sdo bloqueados na transicéo
materno-zigética, que ocorre no estagio de 8 células em bovinos, devido a
incapacidade de ativar o genoma embrionario (SIRARD et al., 2006).

Os critérios de selecdo de competéncia oocitaria sdo diversos, podendo levar
em consideragao a fase de desenvolvimento folicular (Que sera abordada no préximo
tépico), o tamanho dos foliculos dos quais sado recuperados os odcitos, as
caracteristicas morfologicas e o didametro dos odcitos.

O diametro dos odcitos esta diretamente relacionado a competéncia dos
mesmos, uma vez que em bovinos esta estrutura somente adquire a capacidade de
realizar a ativagao nuclear a partir de 110um, o que corresponde a um foliculo de
aproximadamente de 3mm de didmetro. Sendo assim, o odcito gradualmente
adquire a capacidade de sofrer a maturacdo, meiose e manter o desenvolvimento
embrionario inicial (HYTTEL et al., 1997). A capacidade de progressao da meiose in
vitro aumenta de 21,2% para 80,7% quando se utilizam odcitos com 120 um em
relacdo aos com didmetro inferiores a 100 um (FAIR; HYTTEL; GREEVE, 1995).
Adicionalmente, o desenvolvimento aos estagios de moérula e blastocisto aumenta de
10 para 34%, a medida que o odcito aumenta em didmetro de 95 para 115 um
(ARLOTTO et al., 1996). Em bubalinos, odcitos entre 127 um a didmetros superiores
a 163 um apresentam taxas semelhantes de maturagdo nuclear e expansao de
cumulus (em torno de 60% e 85%, respectivamente), entretanto, taxas significativas
de blastocistos sdo obtidas somente apds os odcitos alcangarem diametro superior a
145 um (RAGHU; NANDI; REDDY, 2002).
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Quanto a classificagdo morfolégica em graus, podem ser avaliados o
revestimento por células do cumulus e/ ou a homogeneidade do citoplasma dos
oocitos. Quando ambos métodos sao utilizados, a classificagao varia em escala de 1
a 4 (LEIBFRIED; FIRST, 1979; LOOS et al., 1989), sendo que odcitos de grau 1
apresentam mais de 3 camadas compactas de cumulus com ooplasma homogéneo,
os de grau 2 apresentam de 1 a 2 camadas de cumulus com ooplasma homogéneo
ou discretamente heterogéneo, os de grau 3 apresentam camadas de cumulus
discretamente expandidas e ooplasma irregular podendo conter granulagdes
escurecidas e, por fim, os de grau 4 sdo os odcitos desnudos, expandidos ou com
ooplasma irregular. Alguns autores indicam que odcitos de graus 1 a 3 apresentam
igual capacidade de desenvolvimento, havendo comprometimento apenas nos de
grau 4 (LOOS et al., 1989), principalmente nos desnudos (YANG; LU, 1990; WARD
et al.,, 2000). Este critério pode ser empregado tanto em bovinos quanto em
bubalinos, embora nestes ultimos seja observado maior numero de odcitos de baixa
qualidade (principalmente desnudos ou parcialmente desnudos), devido a fragilidade
na ligacdo entre as células da granulosa (GASPARRINI, 2002). Além disso, ha
menor compactagao do cumulus nesta espécie em relagao aos bovinos (OHASHI et
al., 1998) e maior taxa de atresia folicular (DANELL, 1987; TY et al., 1989).

O diametro folicular no momento da recuperagdo de odcitos tem sido o
parametro mais utilizado na tentativa de elevar os indices obtidos em sistemas de
producao embrionaria in vitro (VASSENA et al., 2003). Alguns autores demonstraram
que oodcitos contidos em foliculos inferiores a 2 mm sdao menos competentes que
foliculos de didmetro superior, ndo se desenvolvendo além de 8 células (TAN; LU,
1990; PAVLOK et al., 1992). Embora existam relatos de que ndo ha diferengas nas
taxas de recuperagao, clivagem ou blastocistos entre foliculos menores ou maiores
do que 4 mm (SENEDA et al., 2001), ha indicios de que foliculos maiores do que 6
mm apresentem melhor competéncia para o desenvolvimento a blastocisto
(LONERGAN et al.,, 1992). Em bubalinos, verificou-se que a competéncia dos
obcitos aumenta a medida que aumenta o didmetro folicular, de 2,4%% de
blastocistos em foliculos menores do que 3 mm, para 7,2%b em foliculos médios
(entre 3 e 8 mm), a 16,9%° em foliculos grandes (maiores do que 8 mm; RAGHU;
NANDI; REDDY, 2002).
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4.4  INFLUENCIA DA FASE DE DESENVOLVIMENTO FOLICULAR NA OPU-PIV

Embora o tamanho folicular esteja relacionado a competéncia oocitaria,
observa-se que foliculos de mesmo didmetro nem sempre resultam em producdes
embrionarias semelhantes, devido as diferencas no status fisiolégico dos odcitos
recuperados (VASSENA et al., 2003). Neste sentido, diversos autores reportam que
a fase do ciclo estral no momento da puncgao folicular tem influéncia sobre as taxas
de recuperacgao, qualidade oocitaria e producdo de embrides in vitro (MACHATKOVA
et al.,1996, 2000; HENDRIKSEN et al., 2000; MERTON et al., 2003; VASSENA et
al., 2003).

Cronologicamente, Tan e Lu (1990) foram os primeiros autores a pesquisar o
efeito da fase folicular sobre o desenvolvimento de embrides in vitro. Neste estudo,
ovarios provenientes de matadouro foram classificados macroscopicamente de
acordo com a fase luteinica (inicial, “intermediaria” e tardia), e os odcitos foram
recuperados e submetidos a PIV. Como resultados, os autores ndo observaram
efeito da fase do ciclo estral, mas verificaram um efeito do didmetro folicular sobre a
taxa de clivagem e blastocistos, como previamente descrito.

No entanto, outro grupo de pesquisa (MACHATKOVA et al.,1996) conseguiu
demonstrar que, em doadoras previamente sincronizadas com 2 doses de PGF2q,
oocitos colhidos em diferentes fases do ciclo estral (dias: 2, 7-9, 14-16 ou 19-20)
apresentam diferentes potenciais para a producdo de blastocistos, obtendo os
melhores resultados entre os dias 14 a 16 do ciclo estral (24,3%), e os piores entre
os dias 19 a 20 (6,6%). Estes autores discutem sobre a importdncia do momento
adequado para tratamentos hormonais a fim de minimizar os efeitos supressivos do
foliculo dominante sobre a resposta superovulatéria e sobre a producdo de
embrides. Neste sentido, Hagemann (1999) verificou que o foliculo dominante é
capaz de atuar negativamente sobre a competéncia dos odcitos provenientes de
foliculos subordinados. Isto também foi constatado em bubalinos (MANJUNATHA et
al.,, 2007), ao avaliar a competéncia post mortem de odcitos provenientes de
foliculos em diversas fases do ciclo estral (auséncia de FD com presenga de corpo
hemorragico ou CL maduro, presenca de FD com CL maduro ou em regresséo, e
ovarios de animais em anestro). Neste estudo notou-se que, embora odcitos

oriundos de foliculos dominantes tenham melhor competéncia do que os de
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subordinados, a presenca de um FD em qualquer ovario promoveu menores taxas
de embrides transferiveis do que na auséncia do mesmo. Em casos de elevado grau
de atresia, observado quando a dominancia folicular esta estabelecida, ha
comprometimento da competéncia oocitaria (HENDRIKSEN et al., 2000; MERTON et
al., 2003).

Contudo, verificou-se em Bos taurus que odcitos provenientes de foliculos
com discreto grau de atresia apresentam maiores taxas de desenvolvimento
embrionario e ainda requerem menor tempo para a maturagdo in vitro
(HENDRIKSEN et al., 2000; WIT; WURT; KRUIP, 2000; VASSENA et al., 2003). Isto
€ decorrente da semelhanga que ocorre entre odécitos oriundos de foliculos pré-
ovulatérios e pequenos foliculos em fase inicial de atresia, os quais sofrem
alteracdes ultra-estruturais em seu interior e nas células do cumulus (HENDRIKSEN
et al., 2000). Inversamente, odcitos sem sinais de atresia requerem maior tempo de
maturagao, pois ainda nao concluiram a metafase Il (WIT; WURT; KRUIP, 2000).

Corroborando com as afirmagdes acima, Salamone, Adams e Mapletoft
(1999) observaram que maiores taxas de moérulas foram obtidas em novilhas
taurinas no 5° e 6° dias do ciclo estral (25,6%; considerada fase de regressao por
estes autores) em comparagéo com aqueles no 1° dia (12,2%; fase de crescimento)
ou entre o 2° e 4° dias (14,4%; fase estatica). Adicionalmente, menores
porcentagens de embrides expandidos e eclodidos nove dias apdés a FIV foram
detectadas no grupo em fase de crescimento folicular. De maneira semelhante,
Vassena et al. (2003) ao compararem as taxas de produgao de blastocistos de vacas
taurinas nos dias 2, 3, 5 e 7 da primeira onda folicular, equivalentes as fases de
crescimento, estatica inicial, estatica tardia e de regressdo no desenvolvimento
folicular, verificaram que os melhores resultados foram obtidos no dia 5 apés a
emergéncia folicular (23% de embrides versus 12% para o dia 2, 13% para o dia 3 e
16% para o dia 7).

Todavia, parece haver certa controvérsia quanto ao momento exato para
realizar a colheita de odcitos, visto que em vacas Nelore previamente sincronizadas
e submetidas a OPU 3, 5, 7 ou 9 dias apds a emergéncia folicular, foram
constatados maiores numero e taxa de produgao de blastocistos nos dois primeiros
grupos em relagdo aos dois ultimos (66 e 62 vs. 34 e 35; 49,0 e 45,3% vs. 33,0 e
36,1%, respectivamente; MELO, 2007). Adicionalmente, em vacas lactantes

Holandesas, relatou-se que a eficiéncia da OPU pbéde ser melhorada quando se
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utilizou o periodo inicial do desenvolvimento folicular (dias 1 a 3 do ciclo estral)
quando comparado a fase de dominancia (dias 15 e 16), devido ao maior numero de
foliculos visualizados nos ovarios, nao havendo, entretanto, diferencas quanto a
producdo de embrides in vitro (MACHATKOVA et al., 2000).

Finalmente, em recente investigacdo (RAMOS et al., 2010) n&o se verificou
efeito do momento de sincronizagao sobre a OPU-PIV. Novilhas cruzadas (Bos
taurus x Bos indicus) foram previamente sincronizadas com a associagdo de
benzoato de estradiol e implante auricular de norgestomet, o qual foi removido 7 dias
apoés, momento no qual os animais receberam uma dose de PGF2a e foram
submetidos a aspiragado de todos os foliculos maiores do que 3 mm. As novilhas
foram entdo distribuidas em 3 grupos: OPU duas vezes por semana, OPU uma vez
por semana ou OPU uma vez por semana associada a uma dose de benzoato de
estradiol logo apds a OPU. Deste modo, os animais estariam com 3 ou 4 dias apds a
emergéncia folicular (primeiro e terceiro grupos) ou com 6-7 dias (segundo grupo).
Entretanto, o grupo tratado com benzoato se comportou como o grupo que foi
aspirado uma vez por semana, € nao foram observadas diferencas entre nenhum
dos trés grupos nem nas taxas de recuperagao ou qualidade de odcitos, nem nas
taxas de producéao de blastocistos.

Apesar dos achados e das suposi¢cdes anteriormente mencionados, ainda nao
ha um consenso sobre qual o melhor momento para a realizagdo da OPU, tendo em

vista a melhoria dos resultados na PIV.

4.5 INFLUENCIA DO GRUPO GENETICO NA OPU-PIV

A associagao da OPU-PIV em bovinos vem sendo realizada ha cerca de trés
décadas, com produgédo de blastocistos variando entre 30,0 a 45,0% (HASLER et al.,
1995). Contudo, essas técnicas sao mais recentes e ainda inconsistentes em
bubalinos, contando com taxas bastante inferiores, variando entre 9,5% a 30,0%
(GASPARRINI, 2002; FERRAZ et al., 2005; SA FILHO et al., 2009). Embora tais
resultados possam ser decorrentes de periodos diversos de desenvolvimento
técnico, ainda ndo se sabe se ha algum fator inerente a prépria espécie que os

diferencie quanto a eficiéncia em ambos processos.
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Em estudos realizados em Bos taurus (ROTH et al.,, 2001; PETYM et al.,
2003; RIZOS et al., 2005; BILBY et al., 2006; FOULADI-NASHTA et al., 2007), as
taxas de recuperacao de odécitos por OPU oscilam entre 36,0 a 88,4%, uma vez que
o numero de foliculos visualizados esta entre 4,1 a 16,9 e s&o colhidos entre 2,8 a
8,0 odcitos totais. Quanto ao numero de odcitos viaveis, sao relatadas de 1,8 a 4,1
estruturas/ OPU/ doadora. Com relagao as taxas de blastocistos, as maiores
variagbes parecem ser decorrentes das diferentes categorias (nulipara: 8,1% de
blastocistos 7 dias apdés a fecundagdo vs. multipara: 12,4%; RIZOS et al., 2005),
sazonalidade (estag¢des quentes: 20% de blastocistos 8 dias apds a fecundagéao vs.
estacoes frias: > 30%; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002) ou estresse
térmico (verdo com estresse térmico: 11,4%%, verdo com sistema de disperséo de
calor: 10,3% e inverno: 29,9b; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). No
caso de estresse térmico, o aumento na frequéncia de aspiracdo em ciclos
subsequentes promove melhoria na produgao de blastocistos, devido a remogao dos
foliculos afetados e emergéncia de novo pool de foliculos saudaveis (ROTH et al.,
2001). Em recente estudo (FERREIRA et al., 2010), foram comparadas a OPU-PIV
de diferentes categorias de Holandesas (novilhas - N, vacas em pico de lactagdo —
PL e “repeat breeders” - RB) em estresse térmico no verao. Verificou-se que na
OPU, as novilhas apresentaram maior numero de foliculos visualizados do que as
vacas em pico de lactacdo (18,5 + 1,9% vs. 12,4 + 1,1°), porém nao diferiram das
“‘repeat breeder’ (17,2 + 2,0°°). Este mesmo comportamento foi observado para
odcitos totais (N = 9,6 + 1,6%, PL = 5,0 + 0,9°% RB = 8,8 + 1,3%) e viaveis (N=7,6 +
1,5% PL = 3,6 + 0,8" RB = 6,8 + 1,2%). Entretanto na PIV, as novilhas foram
superiores a ambas categorias de vacas (taxa de clivagem: N = 47,8%°% PL =
31,1%"; RB = 35,4%"; taxa de blastocistos: N = 21,0%% PL = 4,1%"; RB = 3,8%" e
nimero de embrides grau 1: H = 1,3 + 0,4% PL = 0,3 + 0,2°; RB = 0,5 + 0,2°). Os
autores atribuiram as diferencas nos resultados entre novilhas e vacas
provavelmente devido as diferencas no metabolismo frente ao estresse térmico.
Embora as “repeat breeders” tenham apresentado resultados na OPU semelhantes
as novilhas, os piores indices na PIV podem ser decorrentes de comprometimento
oocitario.

Ja em Bos indicus, taxas de recuperagao variando de 50,0 a 79,0% séo
reportadas, sendo entre 6,8 a 19,5 foliculos visualizados, entre 4,0 a 15,2 odcitos
totais, com taxa de viaveis (graus 1 a 3) entre 67,0 a 92,6% (SENEDA et al., 2001;
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MANIK; SINGLA; PALTA, 2003; VIANA et al., 2004; MELO, 2007). Os principais
fatores que parecem afetar os resultados na PIV neste grupo genético estado
relacionados a freqiiéncia de aspiragdo folicular (em Gir; 1x/ semana: 21,6%" de
blastocistos aos 7 dias apos a FIV, 2x/ semana: 31,8%2 e controle: 21,0%°; VIANA et
al., 2004) e a categoria animal (em cruzadas Bos indicus; bezerras entre 4 e 7
meses: 19,1%" de blastocisto aos 7 dias apds a FIV e vacas entre 4 a 9 anos de
idade: 36,0%% CAMARGO et al., 2005).

Contudo, ha indicios de que, ao menos in vitro, Bos taurus comporta-se
diferentemente de Bos indicus, como se pode verificar em alguns estudos
comparativos. Paula-Lopes et al. (2003) avaliaram o efeito do estresse térmico
induzido em embrides bovinos de 8 células de varias ragas (Brahman, Senepol,
Holandés e Angus). Neste estudo, observou-se que houve tendéncia de maior taxa
de clivagem para a ragca Brahman (> 80%), e que o efeito negativo do estresse
térmico sobre o desenvolvimento a blastocisto nos dias 8 e 9 foi menos pronunciado
em Brahman (grupo controle: aproximadamente 30 e 35% vs. grupo estresse
térmico: aproximadamente 15 e 20%, respectivamente) do que em Holandesas
(grupo controle: aproximadamente 30 e 35% vs. grupo estresse térmico: inferior a 5
% em ambos dias de cultivo, respectivamente) e Angus (grupo controle:
aproximadamente 50 e 60% vs. grupo estresse térmico: inferior a 5 % em ambos
dias de cultivo, respectivamente). Da mesma maneira, embrides Brahman foram
menos afetados do que os Holandeses ou Angus quanto ao estagio de
desenvolvimento 9 dias apds a fecundacao (blastocisto expandido ou eclodido) e
também quanto ao numero de nucleos neste mesmo momento. Os autores
concluiram que bovinos da raga Brahman estdo melhor adaptados ao estresse
térmico, ao nivel celular, do que os da raga Holandesa ou Angus. Corroborando com
esses achados, um recente estudo (ESCALONA et al., 2008) comparou odcitos
provenientes de ovarios de matadouro de fémeas Holandesas e Brahman, e
constatou que a porcentagem de blastocistos foi maior em Brahman do que em
Holandesas (29,5% vs. 17,5%, respectivamente), sugerindo melhor qualidade
oocitaria para a primeira raga, fato que pode estar relacionado a melhor adaptacao
ao estresse térmico. Em outro trabalho (BILBY et al., 2006), odcitos de Holandesas e
nao Holandesas obtidos a partir de ovarios provenientes de matadouro foram
utilizados como controle interno para um experimento de OPU no qual foram

avaliadas varias dietas sobre os resultados da PIV. Nao se verificou efeito de raca
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para taxa de clivagem (78,9% para Holandés e 68,0% para nao Holandés), contudo,
o estagio de desenvolvimento foi mais avangado em embrides ndao Holandeses,
tanto para alcangar o estagio de oito células 3 dias apdés a fecundagéo
(aproximadamente 40% para ndo Holandés e aproximadamente 30% para
Holandés), quanto para o desenvolvimento a blastocisto 8 dias apoés a FIV (35,1%
vs. 21,2%, respectivamente). Neste trabalho, as taxas obtidas em matadouro foram
superiores as obtidas na OPU, mesmo em Holandesas. Sendo assim, os autores
julgam que ndo somente ha efeito de raga, mas também o efeito “post-mortem” (pré-
maturagdo) incrementando os resultados na PIV, fato previamente relatado por
Blondin et al. (1997).

Em bubalinos, taxas de recuperagdo entre 42,0 e 69,5% sao descritas.
Entretanto, sdo encontrados menores numeros de foliculos visualizados (1,4 a 9,0),
de odcitos totais (0,7 a 5,9), bem como taxa de odcitos viaveis (53,5 a 86,6%; BONI,
ROVIELO; ZICARELLI, 1996; PROMDIREG et al., 2005; GUPTA et al., 2006;
MANJUNATHA et al.,, 2008; MANJUNATHA et al., 2009). Os resultados nesta
espécie sao bastante variaveis e parecem derivar principalmente das diversas
possibilidades de sistemas de cultivo empregadas em cada laboratério. Em sistema
de co-cultivo, sao descritas taxas de blastocisto eclodido de 16,7% aos 7 dias apds a
FIV ao se utilizar monocamada de células BRL (buffalo rat liver; BONI; ROVIELO;
ZICARELLI, 1996), ao passo que trabalhos desenvolvidos em monocamada de
células de oviduto bubalino resultaram em taxas de 32% de embrides transferiveis
(MANJUNATHA et al., 2008). Em sistema de cultivo com mistura de gases (5% COa,
7% Oz e 88% Ny), Neglia et al. (2003) discutiram sobre as diferengas nas taxas de
blastocisto aos 7 dias apos a FIV de acordo com a origem dos odcitos. Neste estudo,
o6citos bubalinos obtidos in vivo produziram maiores taxas do que aqueles obtidos
post-mortem (29,72 vs. 19,9b, respectivamente). Adicionalmente, estes autores
observaram que od6citos bovinos provenientes de ovarios de matadouro
apresentaram melhor eficiéncia do que os odcitos bubalinos post-mortem (29,72 vs.
19,9, respectivamente). Algumas linhas de pesquisa em PIV de bubalinos buscam o
enriquecimento do meio de cultivo com antioxidantes para melhorar a producéo de
blastocistos (GASPARRINI et al., 2006; ANAND et al., 2008; SINGHAL et al., 2009),

sendo relatadas taxas entre 7,7 a 30,9%.
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4.6 PARTICULARIDADES NA PRODUCAO DE EMBRIOES IN VITRO

Tao importante quanto a origem dos odécitos é o destino destes para a
producdo de embrides in vitro. Tem-se estabelecido que as condi¢cbes de cultivo
utilizadas para a MIV de odcitos bovinos influenciam significativamente a FIV e o
subseqiiente desenvolvimento embrionario (GORDON?, 1994 apud MACHATKOVA
et al., 1996, p. 801). Usualmente os meios de MIV sdo suplementados com soro
bovino, fluido folicular ou soro fetal bovino, estradiol e gonadotrofinas, ou co-cultivo
com ceélulas da granulosa, células de oviduto ou outras linhagens celulares, assim
com a adogao de meios condicionados (MACHATKOVA et al., 1996).

Ha menos de duas décadas, pesquisas vem sendo desenvolvidas para o
enriquecimento dos meios de maturacdo com cistina e cisteamina na espécie bovina
(MATOS et al., 1995; MATOS; FURNUS; MOSES, 1997), e mais recentemente
também em bubalinos (GASPARRINI et al., 2000; GASPARRINI et al., 2006). Estes
compostos, quando presentes nos meios de maturagdo, elevam a sintese de
glutationa reduzindo o estresse oxidativo e aumentando a porcentagem de embrides
produzidos nos sistemas in vitro. Em bubalinos este aspecto é particularmente
importante, devido a elevada concentragcao de lipidios presentes no citoplasma dos
oocitos e embrides (GASPARRINI, 2002).

2 GORDON, I. Laboratory production of cattle embryos. Wallinford, UK: CAB International, 1994.



CAPITULO I

Efeito do momento da OPU em relagdo d
emergéncia da onda de crescimento folicular
(2, 4 ou 6 dias) sobre a taxa de recuperagdo in

vivo e a qualidade de odcitos e de embrides

bovinos produzidos in vitro
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EXPERIMENTO 1 - EFEITO DO MOMENTO DA OPU EM RELACAO A
EMERGENCIA DA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR (2, 4 OU 6 DIAS)
SOBRE A TAXA DE RECUPERACAO IN VIVO E A QUALIDADE DE OOCITOS E
DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO

1 JUSTIFICATIVA

O presente experimento foi inicialmente delineado como piloto do projeto de

Doutorado.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS E INSTALACOES

Foram utilizadas 30 novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus), com idades
variando entre 2 e 3 anos e condi¢ao corporal > 3, provenientes da central de
receptoras da Vitrogen® Brasil (Cravinhos — SP). O periodo experimental foi de julho
a agosto de 2006. Os animais em estudo foram mantidos a pasto (Brachiaria

decumbens e Brachiaria brizantha), com suplementagdo mineral e agua ad libitum.

2.2  SINCRONIZAGAO DA NOVA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR

Todos os animais foram submetidos a sincronizagao da emergéncia da onda
de crescimento folicular pela associagdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(Cronibest®, Biogenesis, Brasil) com 50mg de progesterona injetavel (Progesterona
injetavel, Innovare Saude Animal, Brasil) no momento da inser¢do do dispositivo
intravaginal de progesterona (Cronipress®, Biogenesis, Brasil). A fim de eliminar a
maioria dos corpos luteos, uma dose de PGF2a (Croniben®, Biogenesis, Brasil) foi
também administrada no inicio do tratamento hormonal, conforme esquematizado na
figura 1. A emergéncia da nova onda de crescimento folicular foi considerada como
DO, sendo D2, D4 e D6 os periodos adotados no presente estudo para a realizagao
da OPU. O periodo de permanéncia do dispositivo intravaginal de progesterona foi
de 6, 8 ou 10 dias, visto que em estudo prévio realizado em bovinos, 0 momento
esperado da emergéncia da nova onda folicular foi em média de quatro dias apds o
inicio do protocolo (4,0 + 0,08 dias; MARTINS et al., 2005).

Para remover o efeito individual sobre os resultados do estudo, cada fémea
passou por todos os tratamentos, em 3 réplicas realizadas com intervalos de
aspiracdo de 14 dias (incluindo o periodo de ressincronizagdo da emergéncia

folicular), em delineamento alternado “cross-over”, como demonstrado na figura 1.
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Como se pode observar na figura 1, os momentos de sincronizacdo da emergéncia
folicular foram diferentes para cada grupo experimental, entretanto, as aspiragdes

foram realizadas no mesmo dia a cada réplica.



PGF2a.  ASPIRACAO PGF2a.  ASPIRACAO PGF2o.  ASPIRACAO
pGE2g BETP4  FOLICULAR pGE2oBETP4  FOLICULAR pGE2y BEtP4  FOLICULAR
PGE2BE+P4 PGF2¢BE+P4 PGF20BE+P4
BE+P4 v BE+P4 v BE+P4 4
1 v v l v v l v v
D2 (n=10) D2 (n=10) D2 (n=10)
Zadly 2/ D4 (n=10) D4 (n=10)
D6 (n=10) D6 (n=10) D6 (n=10) R
| | | | | | -
DO D2 D4 D14 D16 D18 D28 D30 D32 D38

Figura 1 -

Representacao do delineamento alternado (“cross-over”) durante o periodo experimental — Cravinhos — SP — 2006

4%
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2.3  ASPIRAGAO FOLICULAR GUIADA POR ULTRA-SONOGRAFIA (OPU)

Os animais foram contidos em brete e submetidos a anestesia epidural,
realizada no espago sacrococcigeo, utilizando volume de 3 mL de lidocaina a 2%
sem vasoconstritor (Lidovet®, Bravet).

Previamente as aspiracdes, os foliculos de ambos ovarios foram contados
através de ultra-sonografia transvaginal (Aloka 500®, Tokio, Japéao; frequéncia 5
MHz). As pungdes foliculares foram realizadas com o mesmo aparelho acoplado a
um sistema com cateter 49x13 mm descartavel (18G, Angiocath®, B-D) e pressao
na bomba de vacuo média de 86mmHg (entre 16 e 19 ml de agua/ minuto). O
sistema de tubos siliconizados foi lavado com solugao fisiolégica a 0,9% adicionada
de heparina sodica (5000Ul/ L; Parinex®, Hypolabor), 1% de soro fetal bovino (SFB,
Nutricell) e 0,1% de solugdo de antibidticos (Anexo A). Esta solugcéo, aquecida a
38°C, foi a mesma empregada para colher os odcitos aspirados. Os foliculos visiveis
(> 2mm) foram puncionados e o fluido contendo os odcitos foi colhido em tubo
cbnico de 50 mL.

Apoés a aspiragdo, o conteudo dos tubos cénicos foi despejado em filtro para
colheita de embrides (WTA - Watanabe Tecnologia Aplicada) e lavado com o0 mesmo
meio descrito anteriormente até obtencao de liquido translucido, com o sedimento
contendo os odcitos recuperados. Em seguida, o filtro foi vertido em placas de Petri
para realizagdo da procura, lavagem, classificagdo e selegdo dos complexos
Cumulus-oécitos (CCOs), sob lupa estereomicroscopica. Os critérios considerados
para a avaliagdo dos CCOs foram a presenga, o numero de camadas e o grau de
compactacgao das células do Cumulus, bem como o aspecto do citoplasma quanto a
cor, homogeneidade e integridade (LEIBFRIED; FIRST, 1979). Foram considerados
viaveis e, consequentemente, utilizados para producao in vitro, somente os oocitos
classificados como graus |, Il e lll, enquanto os demais (desnudos, degenerados,
expandidos e atrésicos) foram descartados. Entretanto, todas as estruturas obtidas
por animal foram quantificadas e utilizadas para o calculo do niumero de odcitos
totais.

Os odcitos viaveis foram envasados em criotubos de 1,2 mL (Corning)

contendo meio de lavagem de odcitos (H199; Anexo B), e mantidos em garrafa
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térmica a 35°C, até a chegada ao Laboratério de Produgdo de Embrides in vitro da

Vitrogen®, Cravinhos - SP.

2.4 PRODUCAO DE EMBRIOES IN VITRO

2.4.1 Maturacao in vitro (MIV)

Ao chegar ao laborat6rio, o conteudo do criotubo foi vertido em placa de Petri
pequena, onde os CCOs foram novamente procurados e, posteriormente, lavados
duas vezes em gotas de 100 uL de meio de lavagem (H199) e, posteriomente, duas
vezes em meio maturagao (B199; Anexo C).

Apoés a lavagem dos odcitos, grupos de 25 estruturas foram depositados em
gotas de 70 uL de B199, cobertas com 6leo mineral estéril. As placas foram levadas
a estufa durante 24 horas (contadas a partir do momento da aspiragao folicular), a

38,5°C, com 5% de CO, em ar e umidade saturada.

2.4.2 Fecundacao in vitro (FIV)

Uma hora antes do término do periodo de maturagdo, o sémen de um mesmo
touro e partida foi selecionado pelo método de gradiente de Percoll (45 e 90%;
Anexo D). Uma palheta de 0,25 mL foi descongelada a 35°C durante 30 segundos, e
seu conteudo foi depositado cuidadosamente sobre o gradiente de Percoll, para
posterior centrifugacao a 320 G (Baby Fanen®, Fanen) durante 30 minutos. O pellet
formado foi pipetado, tomando-se o cuidado de retirar o maximo possivel do Percoll,
e seu volume foi calculado. Cinco pl deste pellet foram colocados em ependorf com
250 pL de agua, para avaliacdo de concentragdo em Camara de Neubauer, e outros
cinco pL foram depositados em ependorf com 250 yL de meio FIV (Anexo E), para

observacao de motilidade em microscépio optico. A partir destes dados, foi realizado



45

o calculo para a diluicdo do sémen em meio FIV, de modo que a dose inseminante
foi de 2 milhbées de espermatozoides/ mL.

Durante a centrifugagdo do sémen, a placa de maturagdo foi retirada da
estufa para lavar duas vezes os COCs em gotas de 100 yL de meio FIV, e os
oocitos foram transferidos em grupos de 25 para gotas de 70 yL de meio FIV. Em
seguida, a dose inseminante foi depositada em cada gota, e as placas de FIV foram
deixadas na estufa durante aproximadamente 18 a 22 horas, sob as mesmas

condigdes de atmosfera, umidade e temperatura empregadas para a MIV.

2.4.3 Cultivo in vitro

Apos o periodo de fecundacdo, os presumiveis zigotos foram transferidos
para placa contendo gotas de 150 pL de meio de cultivo CR4, onde os odcitos foram
desnudados com auxilio de pipeta calibrada em 75 L, para retirada total das células
do Cumulus. Apds o total desnudamento dos presumiveis zigotos, estes foram
lavados duas vezes em gotas de 100 pL de meio CR4. As placas empregadas na
MIV, as quais continham uma monocamada de células do Cumulus no fundo de
cada gota, foram reutilizadas no CIV (sistema de co-cultivo). Procedeu-se com a
remocdo do meio de maturagdo e substituicido por meio de cultivo, apés duas
lavagens prévias com CR4. Posteriormente, os presumiveis zigotos foram
transferidos para as placas de CIV contendo gotas de 50 pL, que foram mantidas a

38,5°C com 5% de CO, em ar e umidade saturada.

2.4.4 “Feeding” e avaliacdo da taxa de clivagem

Apods 72 horas da fecundagao, 1/3 do meio de cultivo antigo foi removido e
substituido por 1/3 de CR4 fresco. Nesse momento foi avaliada a taxa de clivagem

dos embirides.
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2.4.5 Avaliacao da taxa de blastocistos

No 6° 7° e 9° dias apos a fecundagdo, os embrides foram avaliados
morfologicamente e classificados de acordo com os padrées da IETS
(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998).

2.4.6 Avaliacdo dataxa de ecloséo e contagem de nucleos

A taxa de eclosao foi verificada 9 dias apdés a FIV. Os embrides eclodidos
foram fixados em solugdo de paraformaldeido 2%, e permaneceram refrigerados
(4°C) até a montagem das laminas para a contagem de nucleos. Para esta
finalidade, os embrides foram mantidos durante 5 minutos em solugdo de Hoescht
33342/ PBS (1:10). Apos este periodo, os embrides foram lavados em PBS, e em
seguida colocados sobre lamina contendo uma gota de 5-10 pL de glicerol,
respeitando-se o numero de 5-10 embrides por lamina. Rapidamente a lamina foi
coberta com uma laminula, e a leitura foi realizada em microscopio de

epifluorescéncia.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis-resposta: numero de foliculos visualizados, niumero de odcitos
totais, taxa de recuperagdo (numero de oocitos totais/ numero de foliculos
visualizados), graus de qualidade oocitaria (1, 2, 3, desnudos, degenerados,
cumulus expandido e atrésicos), numero de oécitos viaveis (od6citos de graus 1 a 3),
taxa de odcitos viaveis (numero de odcitos viaveis/ numero de odcitos totais),
numero de embrides clivados, taxa de clivagem (numero de embrides clivados/
numero de oocitos viaveis), numero de blastocistos 6 dias pos FIV, taxa de
blastocistos 6 dias pdés FIV (numero de blastocistos 6 dias pdés FIV/ numero de

odcitos viaveis), numero de blastocistos 7 dias pds FIV, taxa de blastocistos 7 dias
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pos FIV (numero de blastocistos 7 dias pés FIV/ numero de odcitos viaveis), numero
de blastocistos 9 dias pés FIV, taxa de blastocistos 9 dias pos FIV (numero de
blastocistos 9 dias pdés FIV/ numero de odcitos viaveis), numero de blastocistos
eclodidos, taxa de eclosdo (numero de blastocistos eclodidos/ numero de
blastocistos 7 dias pdés FIV) e niumero de nucleos dos embrides eclodidos, foram
analisadas através de ajustes de modelos lineares mistos (PROC MIXED do
programa SAS for Windows 2000). O momento de aspiragao (D2, D4 e D6), a réplica
e a interagao entre estes fatores foram incluidos no modelo estatistico. O efeito de
animal foi considerado no modelo como fator de efeito aleatorio.

A normalidade dos residuos e a homogeneidade das varidncias dos dados
foram verificadas previamente. A maior parte das variaveis ndo atendeu as
premissas e para tanto, foram transformadas (raiz quadrada e log10 para contagens
€ arcoseno para a raiz quadrada das proporcoes — as taxas foram expressas em
termos de proporgdes). Quando houve efeito significativo da variavel as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey, considerando-se significAncia quando P<
0,05.
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Os resultados do presente experimento estdo representados na tabela 1.

Tabela 1 -

Efeito do momento de aspiracdo folicular (D2, D4 e D6 apds a emergéncia folicular)

sobre a recuperacao, qualidade oocitaria e produgao de embrides in vitro em novilhas

cruzadas (Bos indicus x Bos taurus) — Cravinhos — SP — 2006

Valores de P

D2 D4 D6
(n=10) (n=10) (n=10) Momento Réplica Momer.no
OPU x Réplica

Namero de réplicas 3 3 3 - - -

Numero de foliculos visualizados 25,0+1,6 23,5+1,9 21,7¢1,5 0,09 0,04 0,06
Namero de odcitos totais 19,9+2,1 19,5+1,8 18,8+1,5 1,00 0,08 0,04
Taxa de recuperacéo (%) 75,0£3,8% 78,8+3,6% 83,2+3,5% 0,09 <0,01 0,97
Odbcitos de grau | 1,3+0,2 1,5+0,3 1,3+0,3 0,86 <0,01 0,03
Odcitos de grau Il 3,1£0,5 3,0+0,4 3,5+0,5 0,68 0,03 0,39
Odbcitos de grau Il 11,1£1,8 10,1£1,3 9,5+0,9 0,61 0,10 0,30
Oobcitos desnudos 0,3+0,2 0,2+0,1 0,1+0,1 0,64 <0,01 0,81
Oo6citos com cumulus expandido 0,410,1 0,5+0,2 0,240,1 0,20 0,31 0,66
Odcitos degenerados 2,5+0,2 2,7+0,4 2,7+0,4 0,96 <0,01 0,40
Oobcitos atrésicos 1,2+0,2 1,4+0,3 1,5+0,2 0,71 <0,01 0,45
Namero de od6citos viaveis 15,5+1,9 14,6+1,6 14,2114 0,88 0,45 0,06
Taxa de odcitos viaveis (%) 74,2422 71,3%+2,3 72,3+2,5 0,42 0,14 0,29
NUmero de embrides clivados 9,5+1,0 9,2+1,2 9,1+1,0 0,39 0,04 0,05
Taxa de clivagem (%) 65,0£3,3% 59,2+3,2% 63,3+3,3% 0,42 0,15 0,93
Namero de blastocistos 6 dias pos FIV 5,1+0,7 3,9+0,6 4,6+0,6 0,10 0,01 0,33
Taxa de blastocistos 6 dias pés FIV (%) 35,0£3,4%° 26,113,2%b 36,5+3,9%° 0,03 0,03 0,89
NUmero de blastocistos 7 dias p6s FIV 6,3+0,8 5,2+0,7 5,8+0,8 0,28 <0,01 0,41
Taxa de blastocistos 7 dias pos FIV (%) 50,8+4,3% 44124, 7% 50,8+4,5% 0,32 <0,01 0,95
NUumero de blastocistos 9 dias pos FIV 7,0+0,9 5,7+0,7 6,0+0,8 0,19 <0,01 0,07
Taxa de blastocistos 9 dias pés FIV (%) 56,1%£4,6% 47,714,6% 50,2+4,8% 0,22 <0,01 0,80
Numero de blastocistos eclodidos 6,1£0,8° 4,6+0,7° 4,7+0,8° 0,04 <0,01 0,29
Taxa de ecloséo (%) 90,5+2,6% 82,1£5,1% 67,116,6% 0,09 0,34 0,97
Ndmero de nicleos dos embrides 172,0¢4,7%  1551£58°  165,3£5,3% 0,02 <0,01 0,01

eclodidos

Os dados estao descritos como média + EPM

As variaveis descritas como contagens representam o numero de estruturas/ doadora/ sessao
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Houve interagcdo entre momento da OPU e réplica para numero de odcitos
totais, numero de odcitos grau 1 e numero de nucleos dos embrides eclodidos
(Figura 2). Ainda que a interagdo réplica x momento da OPU n&o tenha sido
verificada para a variavel numero de foliculos visualizados, esta também foi incluida

na figura 2 para auxiliar na interpretacéo dos dados.

(continua)
Numero de foliculos visualizados A
35,0 -
8 30,0 |
S - __ -
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€ 0,0
1 2 3
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1 2 3
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Figura 2 - Efeito de interagdo entre momento da OPU e réplica para numero de foliculos

visualizados (A), numero de odcitos totais (B), nUmero de odcitos grau 1 (C) e nimero
de nucleos dos embrides eclodidos (D) — Cravinhos — SP — 2006
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(conclusao)
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Figura 2 - Efeito de interagdo entre momento da OPU e réplica para numero de foliculos

visualizados (A), numero de odcitos totais (B), nUmero de odcitos grau 1 (C) e nimero
de nucleos dos embrides eclodidos (D) — Cravinhos — SP — 2006

O maior numero de oécitos totais encontrado na primeira réplica para o grupo
aspirado 4 dias apds a emergéncia da onda de crescimento folicular em relagcao aos
outros grupos parece ser reflexo do numero de foliculos visualizados, como se pode
observar na figura 2A, embora esta variavel ndo tenha sido significativa. De maneira
similar, o maior niumero de odcitos grau 1 para o grupo D4 pode ser explicado pelo
aumento no numero de odcitos totais dos animais submetidos ao mesmo tratamento.

A aspiracéo realizada 4 dias apos a emergéncia da onda de crescimento
folicular representa a fase imediatamente apds a seleg¢ao folicular, uma vez que a

divergéncia folicular ocorre em média 2,8 dias apds a emergéncia folicular em Bos
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taurus (GINTHER et al., 1996) ou entre 2,5 e 2,7 dias apds a ovulagcdo em Bos
indicus (SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2008).
Estes dados corroboram com os achados de Nagano et al. (2007), que identificaram
a fase de selegdo folicular como a mais indicada para a OPU, devido ao maior
numero de foliculos contendo odcitos de boa qualidade, em comparagao as fases de
recrutamento e de dominancia. Apesar destes autores encontrarem aumento do
numero de foliculos na fase de recrutamento, os odcitos deles provenientes
apresentaram em sua maioria, baixa qualidade. Contudo, estes pesquisadores
utilizaram como metodologia a dissec¢cdo de foliculos ovarianos de vacas
Holandesas post mortem, sem prévia sincronizacdo da onda de crescimento
folicular, fazendo distingdo das fases somente pela presenga/ auséncia de foliculos
maiores do que 15 mm e/ ou CL. Nao foram encontradas explanag¢des plausiveis
para a ocorréncia deste efeito somente na primeira réplica do presente estudo.

Quanto ao numero de nucleos dos embrides eclodidos, verificou-se maior
contagem para o grupo submetido a OPU 2 dias apds a emergéncia da onda de
crescimento folicular na segunda réplica, sendo que o pior grupo foi aquele aspirado
aos 4 dias. Até o presente momento, os estudos conduzidos para determinar a
melhor fase da onda de crescimento folicular ndo disponibilizam dados sobre taxa de
eclosdo ou contagem de nucleos como medidas de qualidade embrionaria. Apesar
disso, sabe-se que ambas as variaveis estao relacionadas a qualidade dos odcitos
que entram para a produc¢ao de embrides in vitro. Entretanto, ndo se verificou nem
interacdo, nem efeito de momento da OPU para numero ou taxa de odcitos viaveis,
a despeito e, contraditoriamente ao resultado anterior, no qual maior numero de
oocitos de grau 1 foi encontrado para o grupo aspirado 4 dias apds a emergéncia da
onda de crescimento folicular na primeira réplica do presente estudo. Novamente
nao foram encontradas explicacbes para que este efeito tenha sido observado
somente na segunda réplica. As diferengas entre os grupos para esta variavel foram
mantidas ao avaliar somente o efeito de tratamento, e serdo comentadas mais
adiante.

Quanto ao efeito principal de momento da aspiragédo em relagcado a fase da
onda de crescimento folicular, somente trés dentre todas as variaveis analisadas
foram significativamente afetadas por este fator. A OPU realizada no D2 foi
consistente em produzir melhores resultados de taxa de blastocistos 6 dias pés FIV,

no numero de blastocistos eclodidos 9 dias pds FIV e no numero de nucleos dos
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embridoes eclodidos. Contudo, a OPU realizada no D6 também influenciou
positivamente a taxa de blastocistos 6 dias pdés FIV e nao diferiu dos outros
momentos com relagdo ao numero de nucleos dos embrides eclodidos.

Os momentos de aspiragao folicular do presente estudo ndo produziram
diferengas nas variaveis relacionadas a recuperacao de odcitos (numero de foliculos
visualizados, numero de odcitos totais e taxa de recuperagao). Estes resultados
corroboram com os obtidos por outros grupos de pesquisa, uma vez que as mesmas
variaveis nao foram afetadas pela fase do ciclo estral nem antes (dias 1 a 3 do ciclo;
MACHATKOVA et al., 2000) nem apés a selecdo folicular (3, 5, 7 ou 9 dias apds a
emergéncia folicular; MELO, 2007). Ao que parece, ha prejuizo no numero de
oocitos totais recuperados somente em fases mais tardias do ciclo (dias 15 e 16;
MACHATKOVA et al., 2000), o que ndo ocorreu no presente estudo uma vez que
periodos mais precoces da onda de crescimento folicular foram adotados.

Relativo a qualidade oocitaria, todos os grupos do presente estudo se
comportaram de forma semelhante, em concordancia com outros trabalhos nos
quais ndo foram encontradas diferengas no numero de odcitos viaveis quando a
OPU foi realizada entre os dias 1 e 3 do ciclo (MACHATKOVA et al., 2000) ou na
porcentagem de odcitos saudaveis aspirados 2, 3, 5 e 7 dias apos a emergéncia
folicular (VASSENA et al., 2003), bem como no numero e taxa de odcitos viaveis
obtidos 3, 5, 7 ou 9 dias pos-emergéncia (MELO, 2007).

Quanto aos critérios relacionados a qualidade embrionaria, ndo houve
diferenga entre tratamentos nem no numero de embrides clivados, nem na taxa de
clivagem, assim como descrito por Melo (2007) e Ramos et al. (2010). Entretanto, a
OPU no D2 influenciou positivamente o desenvolvimento embrionario no presente
estudo. Houve antecipacdao no desenvolvimento a blastocisto, fato observado pelo
aumento na taxa destes embrides 6 dias pds-FIV. Este achado indica boa qualidade
embrionaria, apresentando reflexo no estagio seguinte, como verificado pelo
aumento no numero de blastocistos eclodidos 9 dias pos-FIV e na contagem de
nucleos desta categoria de embrides. Do ponto de vista de cinética do
desenvolvimento embrionario, relatos prévios demonstram que o tempo necessario
para que um embrido atinja o estagio de blastocisto € mais importante para a
avaliacdo de qualidade (mensurada pelo numero de nucleos totais e da massa

celular interna) do que a morfologia, clivagem ou mesmo a eclosdo, uma vez que
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embrides com desenvolvimento antecipado possuem maior numero de nucleos
(VAN SOOM; YSEBAERT; DE KRUIF, 1997).

O resultado obtido no presente estudo corrobora com outros trabalhos que
reportaram melhor desempenho da OPU para a produgdo embrionaria na fase de
crescimento folicular (3 dias apés a emergéncia folicular - MACHATKOVA et al.,
2004) em comparagao a fase de dominancia (7 dias apds a emergéncia folicular -
MACHATKOVA et al., 2004). Outros autores demonstraram ainda que, as taxas de
blastocisto s&o prejudicadas em fases tardias de dominancia folicular (dia 8 do ciclo -
HENDRIKSEN et al., 2000; dias 7 e 9 — MELO, 2007) frente a momentos anteriores
(dias 2 e 5 - HENDRIKSEN et al., 2000; dias 3 e 5 — MELO, 2007). Com base nestas
citacdes, pode-se verificar que odcitos recuperados quando a dominancia esta
estabelecida (a partir de 7 dias apdés a emergéncia) apresentam menor potencial
para a producao de embrides, e isto pode ser atribuido a presenga do foliculo
dominante (HAGEMANN, 1999).

Contudo, o presente estudo entra em desacordo com o descrito por Vassena
et al. (2003), que verificaram melhor taxa de blastocistos em vacas submetidas a
aspiracao folicular 5 dias apds a emergéncia da onda de crescimento folicular em
comparagao com aquelas cuja OPU ocorreu aos 2, 3 ou 7 dias. Segundo os autores,
este momento corresponde a fase estatica tardia ou inicial de atresia folicular,
coincidindo com o estagio no qual os odcitos colhidos apresentam melhor
competéncia para o desenvolvimento embrionario, a despeito de uma possivel
alteragcao morfolégica (HENDRIKSEN et al., 2000), confirmando ainda os dados de
outro grupo de pesquisa (SALAMONE; ADAMS; MAPLETOFT, 1999) que verificou
melhoria na producido de blastocistos expandidos e eclodidos quando os odécitos
foram colhidos nesta mesma fase em relacédo a de crescimento.

No presente estudo, a aspiracdo folicular no D2 favoreceu a producgao
embrionaria somente a partir do 6° dia pos-FIV, ou seja, apos a fase de bloqueio
materno-zigoético. Deste modo, pode-se pressupor que as reservas citoplasmaticas
acumuladas no odcito até este momento nao foram influenciadas pela fase da onda
de crescimento folicular, uma vez que nao foram detectadas diferengas entre os
tratamentos até a clivagem. Aparentemente, devem haver outros fatores produzidos
pelo odcito e/ou cumulus que suportem o desenvolvimento além desse estagio,
afetados de acordo com o periodo da nova onda de crescimento folicular.

Embasando este raciocinio, Ghanem et al. (2007) desenvolveram um experimento
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by

no qual foram identificados transcritos relacionados a competéncia de odcitos
provenientes de foliculos subordinados nas fases de crescimento (3 dias apos o
estro) e de dominéncia (7 dias apds o estro). Verificou-se que 51 transcritos foram
diferencialmente regulados em odcitos colhidos nestas fases do ciclo, sendo que na
fase de crescimento grande parte deles estavam relacionados a sintese protéica em
comparagao a fase de dominancia. Esta atividade de sintese € importante para o
crescimento do oodcito e desenvolvimento embrionario, sendo um indicador de
competéncia. Por outro lado, os odécitos oriundos da fase de dominancia
apresentaram transcritos relacionados a diferenciacdo no desenvolvimento
embrionario precoce e a apoptose, possivelmente devido a atresia dos foliculos
subordinados induzida pelo foliculo dominante. Neste estudo, os autores sugerem
que os transcritos MSX1 e RPL24 sejam utilizados como marcadores de
competéncia, uma vez que o primeiro foi encontrado tanto em odcitos quanto em
células do cumulus de foliculos subordinados na fase de dominancia, e o segundo
em odcitos obtidos na fase de crescimento. Em outro trabalho (NEMCOVA et al.,
2006), a expressao de genes relacionados a apoptose (Bax) e as conexdes
celulares (Cx31 e Cx43) em odcitos colhidos de foliculos pequenos (2 a 5 mm) e
médios (6 a 10 mm) durante as fases de crescimento e de dominancia foi
investigada. Houve maior expressao apenas do gene Cx43 em blastocistos aos 8
dias poés-FIV oriundos de odcitos recuperados na fase de crescimento em
comparacao a fase de dominancia, independentemente do diametro folicular.

Ao analisar globalmente os resultados do presente experimento, verifica-se
certa discrepancia entre as variaveis que apresentaram interacdo entre momento da
OPU e réplica (numero de odcitos totais, numero de oécitos grau 1 e numero de
nucleos dos embrides eclodidos) e aquelas nas quais se identificou apenas o efeito
do momento da OPU (taxa de blastocistos 6 dias apds a FIV, numero de blastocistos
eclodidos e numero de de nucleos dos embrides eclodidos). Uma vez que apenas
trés réplicas foram realizadas neste estudo-piloto, talvez seja mais apropriado
considerar as variaveis cujo tratamento exerceu efeito em todas do que apenas em
uma delas, principalmente porque nesses casos nao foram encontradas explicagcoes
que justificassem os achados. Deste modo, € possivel que a fase da onda de
crescimento folicular, no caso previamente a selegdo do foliculo dominante, esteja
interferindo na foliculogénese e na oogénese via expressdo de genes que sao

importantes para a aquisicdo de competéncia embrionaria. Novos estudos sao
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necessarios para a identificacdo de outros possiveis genes candidatos e os

mecanismos pelos quais exercem suas fungdes bioldgicas.
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CONCLUSOES

A taxa de recuperacao de odcitos nao foi afetada pela aspiragao realizada 2,
4 ou 6 dias apoOs a emergéncia folicular em novilhas cruzadas (Bos taurus x
Bos indicus);

Nao houve influéncia do momento de aspiracao folicular sobre a qualidade de
oocitos de novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus);

Foram produzidos maior taxa de blastocistos aos 6 dias pds-FIV, bem como
maior numero de blastocistos aos 9 dias pds-FIV e maior numero de nucleos
dos embrides eclodidos quando procedeu-se com aspiracdo 2 dias apds a
emergéncia folicular em novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus).
Contudo, a OPU realizada no D6 também influenciou positivamente a taxa de
blastocistos 6 dias pos FIV e nao diferiu dos outros momentos com relagéo ao
numero de nucleos dos embrides eclodidos. Nao houve efeito de momento de
aspiracao sobre as taxas de clivagem, de blastocistos aos 7 e 9 dias pés-FIV

e de eclosao.
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CAPITULO I

Taxa de recuperagdo in vivo e competéncia in
vitro de odcitos bubalinos, zebuinos e taurinos
aspirados em diferentes fases da onda de

crescimento folicular



58

EXPERIMENTO 1 - DINAMICA FOLICULAR DE NOVILHAS ZEBUINAS,
TAURINAS E BUBALINAS TRATADAS COM IMPLANTE AURICULAR DE
NORGESTOMET ASSOCIADO OU NAO A PROGESTERONA INJETAVEL

1 JUSTIFICATIVA

O presente experimento foi o segundo piloto do projeto de Doutorado. Embora
os momentos de emergéncia folicular em fémeas Nelore e Holandesas
sincronizadas tenham sido relatados em trabalhos prévios, tal informacdo nao
estava disponivel na literatura para a espécie bubalina. Deste modo, o presente
estudo foi conduzido a fim de determinar o dia da emergéncia folicular nos trés

grupos genéticos em condigdes contemporaneas de manejo e nutrigao.
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2 HIPOTESE

A associagao de benzoato de estradiol com progesterona injetavel promove
menor dispersdo da emergéncia da onda de crescimento folicular em relagado a
administracdo do benzoato de estradiol isoladamente, em novilhas Nelore,

Holandesas e bubalinas.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o efeito da progesterona
injetavel na sincronizagéo de emergéncia folicular e determinar o dia da emergéncia
folicular em novilhas Nelore, Holandesas e bubalinas submetidas a protocolo de

sincronizagao a base de progestageno associado ao estradiol.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 ANIMAIS E INSTALACOES

O presente estudo foi realizado no Centro de Biotecnologia em Reproducao
Animal, pertencente a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, campus administrativo de Pirassununga.

Foram utilizadas dez novilhas da raga Nelore, dez novilhas da ragca Holandesa
e dez novilhas bubalinas cruzadas (Murrah x Mediterrdneo), com idades ao redor de
2 anos e condig¢ao corporal > 3,0.

Todos os animais foram mantidos em piquetes pertencentes ao Departamento
de Nutricdo e Produgdo Animal, com alimentacdo a base de silagem de milho,
concentrado a base de soja e milho, sal mineral (Fosbovi Reproducdo® e Nucleo

Reproducao Boi Verde®, Tortuga Cia Zootécnica Agraria) e agua ad libitum.

4.2 SINCRONIZAGAO DA NOVA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR E
DINAMICA FOLICULAR

Em dia aleatério do ciclo estral todos os animais receberam um implante
auricular de norgestomet (Crestar®, Intervet Schering-Plough) e foram ent&o
divididos em dois grupos para receber os seguintes tratamentos: 2 mg de benzoato
de estradiol (BE; Gonadiol®, Intervet Schering-Plough) ou 2mg de benzoato de
estradiol associado a 50 mg de progesterona injetavel (BE + P4; Progesterona
Inyectable Oleosa 20 mg/ml®, Syntex, Argentina). Oito dias depois do inicio do
protocolo hormonal os implantes foram removidos e uma dose de 150ug de d-
cloprostenol (Preloban®, Intervet Schering-Plough) foi administrada. Apds 48 horas
todos os animais receberam uma dose de 50 ug de gonadorelina (Gestran Plus®,

Tecnopec; figura 1).
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A dindmica folicular de todas as novilhas foi realizada por ultrassonografia
transretal (Aloka 900, Tokio, Japao) a cada 24 horas até a retirada do implante
auricular. Apos a administracdo do indutor de ovulagcdo os exames foram realizados
a cada 12 horas por um periodo adicional de 48 horas (figura 1). A ovulagao foi
considerada a média do momento no qual o foliculo dominante desapareceu do

ovario e o momento anterior.

BE (n=15)
ou
BE + P4 (n=15) PGF2a
l l GnRH
Implante auricular de norgestomet 1 l
] ]

1 I 1 >
{ U-S 24/24h l U-S 12/12h
1 1 1 >
DO D8 D10 D12

Figura 1 - Diagrama esquematico do protocolo de sincronizagdo da emergéncia da onda de

crescimento folicular e dos exames ultrassonograficos de novilhas Nelore (n=10),
Holandesas (n=10) e bubalinas (n=10) submetidas a tratamento com benzoato de
estradiol (BE) ou benzoato de estradiol associado a progesterona injetavel (BE + P4)
— Pirassununga — SP — 2008

4.3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis-resposta: didmetro do CL e do foliculo de maior didmetro no
inicio do protocolo hormonal, momento da emergéncia folicular, numero de foliculos
na emergéncia folicular, didmetro do foliculo dominante no dia da retirada do
implante auricular, diametro do foliculo ovulatério, taxa de ovulacdo e momento da
ovulagdo apdés a remocdo do implante auricular foram testadas quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias. Os dados foram
analisados por regressao logistica no PROC GLIMMIX do SAS, considerando o

arranjo fatorial dos tratamentos em: grupo genético (Nelore, Holandés ou Bufalo),
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tratamento para sincronizacdo da emergéncia da onda de crescimento folicular
(benzoato de estradiol ou benzoato de estradiol associado a progesterona) e
interacdo entre os dois fatores. A dispersao da emergéncia foi verificada pelo teste
de Bartlett. Considerou-se significancia quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A di

namica folicular durante os tratamentos para sincronizagdo da emergéncia

da onda de crescimento folicular esta representada na figura 2.

LEGENDA: Bufalas BE (n=5) - Holandesas BE+P4 (n=5)

Bufalas BE+P4 (n=5) Nelore BE (n=5)
Holandesas BE (n=5) Nelore BE+P4 (n=5)

2mg BE
ou
2mg BE + 50 mg P4

g
16,0 Implante auricular de norgestomet ]
-
14,0 -
E 12,0 -
E
g 10,0
E
= 8,0~
L
S 60
QO
(S
S 4,0 A
a)
2,0
0,0 T T T 1
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 48h 60h 72h
Momento da sincronizacgao
Figura 2 - Dinamica folicular de novilhas Nelore (n=10), Holandesas (n=10) e bubalinas (n=10)
tratadas com benzoato de estradiol (BE) ou benzoato de estradiol associado a
progesterona injetavel (BE + P4) no inicio do protocolo de sincronizagao —
Pirassununga — SP — 2008
Os dados obtidos e os valores de P para os efeitos de grupo genético,

tratamento para sincronizagdo da emergéncia da onda de crescimento folicular e

interagcéo entre estes fatores estdo representados na tabela 1.



Tabela 1 - Efeitos do tratamento com benzoato de estradiol (BE) ou benzoato de estradiol associado a progesterona (BE+P4) em protocolos de
sincronizagao de novilhas Nelore, Holandesas e Bubalinas (GERAL). Pirassununga — SP, 2008

NELORE HOLANDESA BUFALO Valor de P
BE BE+P4 BE BE+P4 BE BE+P4 Tratamento Grupo Interacéo

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) Genético
Nimero de animais com CL no 4 4 5 3 5 4 - - -
inicio do protocolo
Diametro do CL no inicio do 16,4+1,9 19,0+4,3 18,3+3,1 27,5+4.8 19,1+1,7 18,9+1,5 0,13 0,23 0,29
protocolo (mm)
Diametro do foliculo dominante 9,6+1,3 10,0+1,0 10,1+1,8 14,412 4 11,2+0,9 10,5+0,7 0,28 0,27 0,22
no inicio do protocolo (mm)
Emergéncia folicular (dias) 4,6+0,2 3,810,2 4,4+0,2 4,410,2 4,4+0,4 4,6+0,2 0,37 0,54 0,17
Numero de foliculos na 30,045,2 29,4442 12,843,0 17,2+4,8 13,0+2,2 13,241,9 0,67 <0,01 0,78
emergéncia
Diametro do foliculo dominante 8,1£1,3 9,310,8 8,810,6 8,4+1,1 7,0£0,8 8,9+1,2 0,27 0,71 0,49
na retirada do implante (mm)
Diametro do foliculo ovulatorio 12,0+1,8 12,4+1,5 11,2+0,6 11,0+1,0 13,0+£2,0 12,2+1,3 0,84 0,49 0,91
(mm)
Taxa de ovulagao (%) 60,0+24,5 80,0+20,0 100,0+0,0 80,0+20,0  40,0+24,5 60,0+24,5 0,70 0,18 0,55
Momento da ovulagéo apés a 78,0+0,0 81,0+3,0 78,0+3,8 75,0+3,0 84,016,0 78,046,9 0,57 0,55 0,59

retirada do implante (horas)

99
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Nao houve interacdo e, portanto, os dados estdo apresentados de acordo

com os efeitos principais de grupo genético e de tratamento para sincronizagao da

emergéncia da onda de crescimento folicular (tabela 2 e figura 3).

Tabela 2 - Efeitos do tratamento com benzoato de estradiol (BE) ou benzoato de estradiol
associado a progesterona (BE+P4) em protocolos de sincronizagao de novilhas
Nelore, Holandesas e Bubalinas (EFEITOS PRINCIPAIS) — Pirassununga — SP —

2008
BE BE+P4 NELORE HOLANDESA BUFALO
(n=15) (n=15) (n=10) (n=10) (n=10)
Numero de animais com CL no 14 11 13 13 14
inicio do protocolo
Diametro do CL no inicio do 18,0+1,3 21,3422 17,7+2,2 21,843,0 19,0+1,1
protocolo (mm)
Diametro do foliculo dominante 10,3+0,8 11,7+1,0 9,8+0,8 12,3+1,6 10,9+0,6
no inicio do protocolo (mm)
Emergéncia folicular (dias) 4,5+0,2 4,3+0,2 4,240,2 4,4+0,2 4,5+0,2
Numero de foliculos na 18,6+2,9 19,9+2,8 29,7°+3 1 15,0°+2,8 13,1°+1,4
emergéncia
Diametro do foliculo dominante 8,0+0,5 8,9+0,6 8,7+0,7 8,6+0,6 8,0+0,7
na retirada do implante (mm)
Diametro do foliculo ovulatério 11,840,7 11,8+0,7 12,2+1,0 11,1+0,5 12,5+1,0
(mm)
Taxa de ovulacéo (%) 66,7t12,6  73,3+11,8 70,0+£15,3 90,0+10,0 50,0+16,7
Momento da ovulagcdo apés a 79,2+2,2 78,0+2,3 79,7+1,7 76,7+2,4 80,4+4,5
retirada do implante (horas)
10 - A 10 -
9 mBE 9 | Nelore
8 OBE+P4 s 0O Holandesa
o 7] 2 7] @ Bufalo
E 5 o 5]
S 4 s 4 -
£ 5 E 3 o
Y el ]
1 1 ]
0 - 0
3 4 5 3 4 5
diadaemergénciafolicular diadaemergénciafolicular
Figura 3 - Dispersao da emergéncia da onda de crescimento folicular de acordo com os efeitos
principais de tratamento para sincronizagéo (A; BE: n = 15 e BE + P4: n = 15) ou de
grupo genético (B; Nelore: n = 10, Holandesas: n=10 e bubalinas: n=10) —

Pirassununga — SP — 2008
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A adicdo de progesterona no inicio do protocolo ndo melhorou a
sincronizagdo da emergéncia da onda de crescimento folicular em nenhum dos
grupos genéticos avaliados, contrariamente ao esperado. Os resultados obtidos no
presente estudo n&o confirmam os obtidos por Martins et al. (2005) em vacas
Nelore. Ao utilizar progesterona injetavel associada ao benzoato de estradiol no
inicio do protocolo de sincronizagao com dispositivo intravaginal de progesterona
previamente utilizado, os autores observaram que houve atraso no dia da
emergéncia (4,2 + 0,08*Y), porém melhor sincronizagdo, em comparagio aos outros
grupos (grupo dispositivo novo sem progesterona injetavel: 3,1 + 0,22°% e grupo
dispositvo intravaginal previamente utilizado sem progesterona injetavel: 2,8 +
0,22°%). Também nao corroboram com estudo conduzido em vacas cruzadas de
corte (MORENO et al., 2001). A adi¢gdo de progesterona injetavel ao protocolo de
sincronizagdo de emergéncia folicular promoveu menor dispersdo do que o
tratamento apenas com benzoato de estradiol (4,0 + 0,2 vs. 40 + 1,3,
respectivamente).

Contudo, esta associagao de horménios ainda mostra-se controversa. Em
recente estudo realizado em novilhas, vacas secas e vacas em pico de lactagao da
raca Holandesa, ndo houve diferenga na emergéncia folicular entre animais tratados
ou nao com a progesterona injetavel em protocolos a base de implante auricular de
norgestomet (FERREIRA et al.,, 2009; 3,9 + 0,1 vs. 3,6 £ 0,2, respectivamente).
Adicionalmente, em outro estudo no qual foi utilizado implante auricular de
norgestomet em vacas Holandesas, ndo houve diferenga entre o grupo tratado com
valerato de estradiol e norgestomet injetavel (4,8 + 1,1 dias) em relagdo aos tratados
com benzoato de estradiol associados a 100 mg progesterona (2mg BE: 4,0 + 0,8; 3
mg BE: 3,7 + 0,8 e 4 mg: 3,8 + 1,0 dias; RODRIGUES et al., 2003). Por fim, em
experimento conduzido em vacas Nelore submetidas a tratamento com dispositivo
intravaginal de progesterona, a adigdo de progesterona injetavel ao protocolo nao
influenciou 0 momento e nem a dispersdo da emergéncia folicular (BE: 4,0 + 0,1 vs.
BE+P4: 3,6 £ 0,2 dias; MARTINS et al., 2005), corroborando com o presente
experimento.

No presente experimento ndo se verificou a necessidade de utilizar a
progesterona injetavel associada ao benzoato de estradiol para a sincronizagédo da

emergéncia da onda de crescimento folicular em protocolos a base de
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progestagenos. Contudo, € importante verificar que a maior parte dos animais
apresentava CL no inicio do tratamento hormonal e que ndo se sabe o
comportamento desta associagdo de farmacos em animais ndo ciclicos na fase
folicular do ciclo estral, condigdo que se sucede em programas continuos de
aspiracao folicular, conforme relatado em outros estudos (KRUIP et al., 1994; BONI
et al., 1997).
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CONCLUSOES

A administragcdo de progesterona injetavel ao protocolo de sincronizagéo a
base de benzoato de estradiol e implante auricular de norgestomet nao
alterou a dispersdo do momento de emergéncia da nova onda de crescimento
folicular em novilhas Nelore, Holandesas e bubalinas ciclicas;

O momento da emergéncia folicular ndo diferiu entre os grupos genéticos,

ocorrendo entre 4,2 a 4,5 dias apds o inicio do protocolo de sincronizagao.
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EXPERIMENTO 2 - TAXA DE RECUPERACAO IN VIVO E COMPETENCIA IN
VITRO DE OOCITOS BUBALINOS, ZEBUINOS E TAURINOS ASPIRADOS EM
DIFERENTES FASES DA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR

7 MATERIAIS E METODOS

7.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O presente estudo foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) e na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA)
da Universidade de Sao Paulo (USP), campus administrativo de Pirassununga — SP,
de julho a outubro de 2008. Para tanto, foram utilizados os mesmos animais
descritos no Experimento 1 deste Capitulo, empregando, porém, nove novilhas de
cada grupo genético.

Todos os animais foram mantidos em piquetes pertencentes ao Departamento
de Nutricdo e Produgdo Animal, com alimentagcdo a base de silagem de milho,
concentrado a base de soja e milho, sal mineral (Fosbovi Reproducdo® e Nucleo
Reprodugao Boi Verde®, Tortuga Cia Zootécnica Agraria) e agua ad libitum, tendo
sido submetidos a periodo de adaptagdo um més antes do inicio do estudo. O
periodo experimental foi escolhido em fungdo da sazonalidade das fémeas
bubalinas. Em decorréncia de ser a época do ano com pior qualidade de pastagem,

houve a necessidade de que toda a alimentacao fosse fornecida no cocho.

7.2 SINCRONIZACAO DA NOVA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR

A emergéncia da onda de crescimento folicular foi sincronizada em todos os
animais por meio do tratamento hormonal esquematizado na figura 4. Em dia

aleatdrio do ciclo estral foi inserido um implante auricular de norgestomet (Crestar®,
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Intervet Schering-Plough), associado a 2mg de benzoato de estradiol (RIC-BE®,
Syntex) com 50mg de progesterona injetavel (Progesterona Inyectable, Syntex). A
fim de eliminar a maioria dos corpos luteos, uma dose de PGF2a (150ug de d-
cloprostenol; Preloban®, Intervet Schering-Plough) também foi administrada neste
mesmo dia. A emergéncia da nova onda de crescimento folicular foi considerada
como DO, sendo os periodos adotados no presente estudo D1, D3 e D5. O periodo
de permanéncia do dispositivo intravaginal de progesterona foi de 5, 7 ou 9 dias,
uma vez que no Experimento 1 deste Capitulo, 0 momento esperado da emergéncia
da nova onda folicular foi ao redor de quatro dias apds o inicio do protocolo
(variacao de 3,8 a 4,6 dias).

Todos 0s animais passaram por todos os momentos de sincronizagdo, em
delineamento experimental alternado (“cross-over”), realizado em seis réplicas, com
intervalos de aspiragao folicular a cada 14 dias. Assim como descrito no Capitulo 1,
os momentos de sincronizagdo da emergéncia folicular foram distintos, porém o dia

de aspiracéo folicular foi o mesmo para todos os grupos a cada réplica (figura 4).
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Figura 4 - Representagdo do delineamento experimental alternado (“cross-over’) — Pirassununga — SP — 2008. Nota: para cada momento de

sincronizacgao, ha 3 novilhas Bubalinas, 3 Holandesas e 3 Nelore.
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7.3 ASPIRAGAO FOLICULAR GUIADA POR ULTRA-SONOGRAFIA (OPU)

Os animais foram contidos em brete localizado no Centro de Biotecnologia em
Reproducédo Animal (CBRA), campus de Pirassununga - SP, e submetidos a anestesia
epidural, realizada no espago entre a ultima vértebra sacral e primeira coccigea,
utilizando para bovinos volume de 4,0 mL de lidocaina a 2% sem vasoconstritor
(Lidovet®, Bravet) e para bubalinos, 3,0 mL. Apds a perda dos reflexos da cauda, esta
foi presa e procedeu-se a remogao manual das fezes da ampola retal e higienizagao
mecanica da regido perineal com agua. A vulva também foi cuidadosamente
higienizada, tomando-se o cuidado de nao permitir a entrada de agua dentro do canal
vaginal.

Previamente as aspiragdes, os foliculos de ambos ovarios foram contados
através de ultra-sonografia transvaginal (Aloka 500; sonda microconvexa - frequéncia 5
MHz). As puncgbes foliculares foram realizadas com o mesmo aparelho acoplado a um
sistema com cateter descartavel 48x17mm (16G; Angiocath®, B-D) e linha de aspiracao
de teflon de 1,7 mm de didmetro e 80 cm de comprimento (WTA, Watanabe Tecnologia
Aplicada). A pressao na bomba de vacuo estava entre 12 a 15 mL de agua/ minuto (65
a 70 mmHg). O sistema de aspiracdo foi lavado com solugado fisiolégica 0,9%
adicionada de solugédo antibidtica (penicilina e estreptomicina — Anexo A), heparina
sédica (5000Ul/ L; Parinex®, Hypolabor), 1% de soro fetal bovino (SFB; Nutricell). Esta
solugdo, aquecida a 37 °C, foi a mesma empregada para colher os odécitos aspirados.
Os foliculos visiveis (> 2mm) foram puncionados e o fluido contendo os odécitos foi
colhido em tubo conico de 50 mL (Corning).

Apdés a aspiragédo, o tubo com o conteudo aspirado foi despejado em filtro de
colheita de embrides (WTA - Watanabe Tecnologia Aplicada) e lavado com o mesmo
meio descrito anteriormente até obtencdo de um liquido translucido, com o sedimento
contendo os odcitos recuperados. Em seguida, o conteudo do filtro foi vertido em placas
de Petri para observacdo em lupa estéreomicroscopica e realizacdo da procura,

lavagem, classificagdo e selegdo dos complexos Cumulus-oécitos (CCOs). Foram
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considerados viaveis os oécitos de graus | a lll, conforme descrito anteriormente no
Experimento 1.

Os odcitos viaveis foram envasados em criotubos de 1,2 mL (Corning) contendo
meio de lavagem de odcitos (H199; Anexo B), e mantidos em garrafa térmica a 35°C,
até a chegada ao Laboratério de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD),
campus Pirassununga. O tempo de transporte ao laboratério foi de no maximo 2 horas

a partir do inicio da aspiragao folicular de cada grupo genético.

7.4 PRODUCAO IN VITRO (PIV)

7.4.1 Maturacgéo in vitro (MIV)

Ao chegar ao laboratério, o conteudo do criotubo foi vertido em placa de Petri
pequena, onde os CCOs foram novamente procurados e, posteriormente, lavados uma
vez em gotas de 200 uL de meio de maturagéo (B199 suplementado; Anexo F).

No presente experimento, o meio de maturacdo foi suplementado com
antioxidantes (50 uM de cisteamina e 0,3 mM de cistina), em funcdo da grande
quantidade de lipideos encontrados no citoplasma dos odcitos bubalinos
(GASPARRINI, 2002). De modo a haver igualdade de condi¢des em todos os grupos
genéticos, 0 mesmo meio empregado em bubalinos, foi utilizado em bovinos.

Apos a lavagem dos odcitos, estes foram depositados em placa de Petri
contendo gotas de B199 suplementado, cobertas com 6leo mineral estéril. Foram
adotados dois tamanhos de gota, em fungdo da média de odcitos obtida por grupo
genético, como demonstrado na secdo Resultados. No entanto, a proporgédo de
estruturas/ uL de meio foi semelhante independentemente do volume da gota. Para
novilhas Holandesas e Bubalinas, foram utilizadas gotas de 50 uL com proporgéao de 10
a 15 odcitos por gota, ao passo que para as novilhas Nelore, as gotas foram de 90 uL

com media de 20 a 30 odcitos. Cada momento em relagdo a emergéncia folicular (D1,
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D3 e D5) foi correspondente a uma placa, sendo as mesmas separadas também de
acordo com o grupo genético. Cada gota apresentava os odécitos de um animal (unidade
experimental), a menos que o numero de odcitos ultrapassasse o limite maximo por
gota. As placas foram levadas a estufa durante 24 horas (contadas a partir do momento

da aspiragao folicular), a 38,5°C, com 5% de CO, em ar e umidade saturada.

7.4.2 Fecundacéo in vitro (FIV)

Uma hora antes do término do periodo de maturagcdo, o sémen (de um unico
touro e partida Nelore ou bufalo) foi selecionado pelo método de gradiente de Percoll
(45 e 90%; Anexo D). Uma palheta de 0,25 mL foi descongelada a 37°C durante 30
segundos, e seu conteudo foi depositado cuidadosamente sobre o gradiente de Percoll,
para posterior centrifugagdo a 1300 rpm (Baby Fanen®, Fanen) durante 30 minutos. O
pellet formado foi pipetado, tomando-se o cuidado de retirar 0 maximo possivel do
Percoll, e seu volume foi calculado. Cinco pl deste pellet foram colocados em ependorf
com 250 pyL de agua, para avaliagcdo de concentragdo em Camara de Neubauer, e
outros cinco yL foram depositados em ependorf com 250 yL de meio FIV (Anexo E),
para observacdo de motilidade em microscopio optico. A partir destes dados, foi
realizado o calculo para a diluicdo do sémen em meio FIV, de modo que a dose
inseminante foi de 2 milhdes de espermatozoéides/ mL.

Durante a centrifugagdo do sémen, a placa de maturagao foi retirada da estufa
para lavagem dos COCs em gotas de 200 pL de meio FIV, e os odcitos foram
transferidos para a placa de FIV. O volume das gotas foi ajustado como descrito no item
1.3.1. Em seguida, a dose inseminante foi depositada em cada gota, e as placas de FIV
foram deixadas na estufa durante aproximadamente 20 horas, sob as mesmas

condigdes de atmosfera, umidade e temperatura empregadas para a MIV.



76

7.4.3 Cultivo in vitro

Apos o periodo de fecundacdo, as estruturas foram transferidas para placa
contendo gotas de 100 uL de hialuronidase 2% (Anexo G), onde foram desnudadas
com auxilio de pipeta calibrada em 75 pL, para retirada total das células do Cumulus.
Apés o total desnudamento dos presumiveis zigotos, estes foram lavados uma vez em
gota de 150 yL de H199 e uma vez em gota de 100 yL de meio SOF (Anexo H). As
placas empregadas na MIV, as quais continham uma monocamada de células do
Cumulus no fundo de cada gota, foram reutilizadas no CIV (sistema de co-cultivo).
Procedeu-se com a remog¢ao do meio de maturagao e substituicdo por meio de cultivo,
apo6s duas lavagens prévias com SOF. Posteriormente, 20 a 30 ou 10 a 15 presumiveis
zigotos foram transferidos para as placas de CIV contendo gotas de 90 ou 50 pL,
respectivamente, as quais foram mantidas a 38,5°C com 5% de CO, em ar e umidade

saturada.

7.4.4 "Feeding” e avaliacao da taxa de clivagem

Apods 72 horas da fecundacdo, 1/3 do meio de cultivo antigo foi removido e
substituido por 1/3 de SOF fresco. Nesse momento foi avaliada a taxa de clivagem dos

embrides.

7.4.5 Avaliacdo dataxa de blastocistos

No 7° dia apds a fecundagao, os embrides foram avaliados morfologicamente e
classificados de acordo com os padrdes da IETS (STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998).
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7.4.6 Avaliacdo dataxa de eclosédo e contagem de nucleos

A taxa de eclosao foi verificada 9 dias apos a FIV. Dos embrides eclodidos, 50%
foram aleatoriamente fixados em solugao de paraformaldeido 2%, e permaneceram
refrigerados (4°C) até a montagem das laminas para a contagem de nucleos. Para esta
finalidade, os embrides foram mantidos durante 5 minutos em solucido de Hoescht
33342/ PBS (1:10). Apés este periodo, os embrides foram lavados em PBS, e em
seguida colocados sobre lamina contendo uma gota de 5 pL de Vectashield® (Vector
Labs, EUA), respeitando-se o numero de 5-10 embrides por lamina. Rapidamente a
lamina foi coberta com uma laminula, e a quantificacdo de nucleos foi realizada em

microscopio de epifluorescéncia.

7.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis-resposta: numero de foliculos visualizados, numero de odcitos
recuperados, taxa de recuperagdo (numero de oodcitos totais/ numero de foliculos
visualizados), graus de qualidade oocitaria, taxa de odécitos viaveis (nUmero de odcitos
de graus 1 a 3/ numero de odcitos totais), numero de odcitos que entraram para o
cultivo in vitro, taxa de odcitos no CIV, numero de estruturas clivadas, taxa de clivagem
(numero de estruturas clivadas/ numero de odcitos que entraram para o CIV), numero
de blastocistos no D7, taxa de blastocistos no D7 (numero de blastocistos no D7/
numero de odcitos que entraram no CIV), numero de blastocistos eclodidos no D9 e
taxa de eclosao no D9 (numero de blastocistos eclodidos no D9/ numero de blastocistos
no D7), foram analisadas através de ajustes de modelos lineares mistos (PROC MIXED
do programa SAS for Windows 2000). Foram considerados no modelo estatistico, o
grupo genético (Bufala, Nelore e Holandesa), o momento de aspiragédo (D1, D3 e D5), a
réplica, e as interagdes entre estes fatores. O efeito de animal foi incluido no modelo

como fator de efeito aleatorio.
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A variavel numero de nucleos dos embrides eclodidos foi analisada pelo modelo
linear generalizado (PROC GLM do programa SAS for Windows 2000), pois os fatores
réplica e animal nao foram incluidos no modelo, um vez que devido ao pequeno numero
de embrides eclodidos estes foram armazenados juntos, independentemente da réplica,
de acordo com o momento da OPU e o grupo genético.

A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias dos dados foram
verificadas. A maior parte das variaveis ndo atendeu as premissas e para tanto, foram
transformadas (raiz quadrada para contagens e arco seno para a raiz quadrada das
propor¢cbes — as taxas foram expressas em termos de proporgdes). Quando houve
efeito significativo da variavel, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey,

considerando-se significancia quando P< 0,05.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a execucgao do presente estudo ocorreram alguns problemas de ordem
técnica, como descrito a seguir.

A 12 réplica foi inteiramente descartada, pois houve lise das estruturas ao se
realizar o feeding. Deste modo, foi necessaria a realizacédo de uma sétima réplica ao
final de todas as outras para o balanceamento da primeira tréplica do cross-over.

E importante salientar que houve contaminagdo de algumas gotas na 22 (Nelore
D1 e Bufalo D5) e 32 réplicas (Nelore D3, Nelore D5 e Bufalo D5). Em alguns casos, a
contaminacédo foi observada ao término do periodo de maturagdo, e em outros, na
avaliacao de clivagem. Nesses casos, os dados foram excluidos da analise estatistica.
O problema foi corrigido com a substituicdo do antibiético empregado (de gentamicina
para amicacina).

Adicionalmente, foram verificadas perdas de estruturas ao longo das etapas da
produgdo in vitro, para efeito principal de grupo genético (tabela 6). Isto foi observado
principalmente durante o CIV, na fase de pipetagem para o desnudamento dos
presumiveis zigotos, momento no qual houve ruptura da zona pelucida de algumas
estruturas. Por esta razdo, os calculos subsequentes a clivagem (taxa de clivagem e
taxa de blastocistos no D7) foram realizados com base no numero de estruturas no CIV,
e ndo com base no numero de estruturas viaveis.

Nao houve interagao tripla (grupo genético x momento da OPU x réplica), nem
interacdes duplas entre momento da OPU x réplica e entre grupo genético x momento
da OPU (P > 0,05; tabelas 3 e 4). Contudo, houve interagdo entre grupo genético e
réplica para as variaveis ilustradas na figura 5 (A a G). Os efeitos principais de grupo
genético e momento da OPU serdo apresentados nas tabelas 5 e 6 e discutidos a

sequir.



Tabela 3 - Valores de P para efeitos principais de grupo genético, momento da OPU e réplica e interagdes entre estes fatores — Pirassununga

— SP -2008
VALORES DE P
Grupo Momento
Réplica
genético OPU (REPL) GEN*DIA GEN*REPL DIA*REPL GEN*DIA*REPL
(GEN) (DIA)

Numero de foliculos visualizados < 0,01 0,82 0,08 0,88 <0,01 0,93 0,99
NUumero de odcitos totais <0,01 0,56 0,05 0,90 0,03 0,37 0,39
Taxa de recuperacédo (%) 0,07 0,41 0,52 0,30 0,64 0,49 0,23
Numero de odcitos viaveis < 0,01 0,12 0,01 0,38 <0,01 0,13 0,45
Taxa de o6citos viaveis (%) 0,01 0,67 0,01 0,15 <0,01 0,25 0,29
NUmero de estruturas no CIV <0,01 0,06 0,01 0,46 <0,01 0,16 0,44
Taxa de od4citos no CIV (%) 0,01 0,48 0,01 0,38 0,05 0,28 0,45
Nimero de estruturas clivadas <0,01 0,15 0,02 0,68 <0,01 0,53 0,45
Taxa de clivagem (%) 0,02 0,62 <0,01 0,65 0,01 0,62 0,06
Numero de blastocistos no D7 <0,01 0,76 <0,01 0,62 0,28 0,37 0,48
Taxa de blastocistos (%) <0,01 0,36 <0,01 0,56 0,36 0,32 0,68
Numero de blastocistos eclodidos <0,01 0,56 0,01 0,62 0,20 0,69 0,85
Taxa de ecloséo (%) 0,13 0,68 0,02 0,66 0,15 0,76 0,94
Numero de nucleos dos embrides eclodidos 0,35 0,35 - 0,11 - - -

08



Tabela 4 - Variaveis de OPU - PIV realizada em 1, 3 ou 5 dias apds a emergéncia folicular (D1, D3 ou D5, respectivamente), em novilhas
Nelore, Holandesa ou Bufala (NEL, HOL ou BUF, respectivamente; média + PM) — Pirassununga — SP — 2008
D1 D3 D5
NEL HOL BUF NEL HOL BUF NEL HOL BUF

Numero de foliculos visualizados 38,8 £3,0 23,1+£26 18,1+ 1,4 42,2+4,4 21,7+23 194 +1,5 42,0+ 3,6 21,5+272 18,8 £ 1,6
Numero de od6citos totais 35,2+4,8 13,8+ 1,8 14,7 £1,9 375+44 16,2 £2,2 13,9+1,6 38,5+4,3 16,2+ 2,3 15,7+2,0
Taxa de recuperacgao (%) 79,5 +4,7 57,3+4,5 748+54 83,4+3,8 734+45 68,4 +6,9 839+44 69,6 +4,7 744 +6,7
Numero de o6citos viaveis 26,0 + 3,5 79+1,1 8,3+0,9 27,7+3,5 10,2+1,5 9,8+14 27,8+2,8 11,7+£2,0 89+14
Taxa de odécitos viaveis (%) 73,4+3,2 60,6 +4,2 61,5+5,0 732+28 62,0+ 3,0 68,4 +3,8 73,3+2,6 68,0+2,5 58,2+4,9
Ndmero de estruturas no CIV 24,7 +35 71+11 7,9+0,9 259+32 95+1,5 9,6+1,4 26,2+2,7 10,6 +1,8 8,7+1,3
Taxa de oé6citos no CIV (%) 68,6 + 4,1 53,8 +4,0 59,5+ 5,1 68,6 + 2,7 58,0 + 3,6 66,3 + 3,8 69,1+26 61,2 +3,3 56,8 + 4,8
Namero de estruturas clivadas 20,6 +3,2 41+0,6 45+0,5 21,6+27 55+1,1 59+0,8 21,1+2,3 59+1,0 51+0,9
Taxa de clivagem (%) 82,4+3,6 62,5+5,8 61,4+54 85,1+2,2 57,4+7,0 68,1+5,0 80,3+25 59,7+5,9 61,1+5,0
Numero de blastocistos no D7 72+17 1,1+0,4 1,1+0,3 77+15 1,2+0,3 0,4+0,1 69+1,5 1,1+04 0,6+0,2
Taxa de blastocistos (%) 28,1+5,6 16,6 £ 5,2 14,5+4,0 28,4 +4,7 15,7+5,9 6,3+23 28,4+4,8 10,0+ 3,7 10,0 £ 3,6
Numero de blastocistos eclodidos 3,7+1,1 0,4+0,3 0,4+0,2 4,1+1,0 0,3+0,2 0,4+0,2 3,4+0,7 0,3+0,1 0,2+0,1
Taxa de eclosao (%) 40,7 +9,1 28,9+ 14,9 38,3+14,5 52,9+8,4 22,2+ 8,8+ 28,6 + 18,4 52,5+8,3 23,3+13,7 35,7+ 18,0
Numero de nucleos dos embrides

173,0 £9,1 116,5 £ 23,0 2251+ 35,3 185,1+£9,0 199,5+ 16,0 191,3 £ 38,6 168,9 £ 9,1 175,5+£17,2 183,5+£73,5

eclodidos

Os dados estao descritos como média + EPM
As variaveis descritas como contagens representam o nimero de estruturas/ doadora/ sessao, exceto numero de nucleos dos embrides eclodidos

18
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8.1 INTERACAO ENTRE GRUPO GENETICO E REPLICA

As variaveis nimero de foliculos visualizados, nimero de odcitos totais,

numero de odcitos viaveis, taxa de odcitos viaveis, numero de estruturas no CIV,

numero de estruturas clivadas e taxa de clivagem apresentaram interacéo entre

grupo genético e réplica como se pode observar na figura 5 (A a G).

Figura 5 -

namero de estruturas

numero de estruturas

(continua)
Numero de foliculos visualizados A
50,0 - a
a
40,0 - 2 a
30,0
' b
200 B~ —Dbm _bg -~ e £l
oh--- - g---BT--Ra---p
10,0 b b
' —e— Nelore —m— Holandés - -A- - Bufalo
0,0
1 2 3 4 5 6
réplica
NUumero de odcitos totais B
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0
10,0 -
—&— Nelore —m— Holandés - -A- - Bufalo
0,0 T T T
1 2 3 4 5 6
réplica

Efeito de interagdo entre momento da OPU e réplica para numero de foliculos
visualizados (A), numero de odcitos totais (B), nimero de odcitos viaveis (C), taxa de
o0citos viaveis (D), numero de odcitos no cultivo in vitro (E), numero de estruturas
clivadas (F) e taxa de clivagem (G) — Pirassununga — SP — 2008
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Efeito de interagdo entre momento da OPU e réplica para numero de foliculos
visualizados (A), numero de odcitos totais (B), nimero de odcitos viaveis (C), taxa de
odcitos viaveis (D), numero de odcitos no cultivo in vitro (E), numero de estruturas
clivadas (F) e taxa de clivagem (G) — Pirassununga — SP — 2008
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(concluséao)
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Figura 5 - Efeito de interagdo entre momento da OPU e réplica para numero de foliculos

visualizados (A), numero de odcitos totais (B), numero de odcitos viaveis (C), taxa de
o0citos viaveis (D), numero de odcitos no cultivo in vitro (E), numero de estruturas
clivadas (F) e taxa de clivagem (G) — Pirassununga — SP — 2008

No presente experimento verificou-se que o numero de foliculos visualizados
se manteve constante ao longo das sessdes de aspiragédo folicular em novilhas
Holandesas e bubalinas, permanecendo, entretanto, inferior ao observado em
Nelore. Todavia, houve queda no numero destas estruturas em novilhas Nelore na
ultima réplica do estudo, igualando-se aos outros grupos genéticos (figura 5A). O
mesmo padrédo foi observado para o numero de odcitos totais (figura 5B).

Em vacas da raga Holandesa, relata-se que o numero de foliculos
visualizados (KRUIP et al., 1994; BONI et al., 1997) ou de odcitos recuperados
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(KRUIP et al., 1994) ndo diminuem mesmo apos sessdes de aspiragao folicular
freqlentes (executadas em periodos de até 3 meses, duas vezes por semana),
corroborando com os achados do presente estudo. Porém, Hasler (1998)
demonstraram que pode ocorrer redugdo no numero de odcitos a partir da 102
sessao de OPU. Neste levantamento de dados, os autores acompanharam um unico
animal durante 167 sessdes e verificaram decréscimo no numero de odcitos
recuperados. Isto pode ter ocorrido pontualmente, demonstrando um efeito individual
no resultado apresentado por este autor.

Contudo, o0 mesmo nao foi observado nas novilhas Nelore no presente
estudo, sendo, porém, condizente com estudo realizado em vacas Gir submetidas ou
ndo ao estresse caldrico durante 17 sessdes de OPU semanais (TORRES-JUNIOR,
2007). Esta discrepancia frente aos relatos em taurinos pode estar relacionada ao
maior numero de estruturas presentes nos ovarios de bovinos de origem zebuina.
Quanto maior € o numero de foliculos disponiveis para a OPU, maior € o risco de
lesbes ovarianas devido ao aumento no numero de puncgdes no orgao (VIANA et al.,
2004). Ainda, enrijecimento do cértex ovariano e cicatrizes em partes da vagina
foram identificados por outros autores (BONI et al., 1997; PETYIM et al., 2001) sem
que houvesse, no entanto, comprometimento na fisiologia ovariana (KRUIP et al.,
1994; BONI et al., 1997) ou na fertilidade apos o término dos estudos (KRUIP et al.,
1994). Adicionalmente, e de forma especulativa, € possivel que em animais com
maior quantidade de estruturas ovarianas, evidenciado no presente estudo nas
novilhas Nelore, a aspiracao folicular altere de forma mais severa a reconstituicdo do
“pool” de foliculos antrais entre 1 a 3 mm que sera recrutado em uma proxima onda
de crescimento folicular do que naqueles que apresentam menor reserva ovariana.
Deste modo, maior tempo para a recuperacao no numero de estruturas pode ser
requerido, gerando queda ao longo das sessdes de OPU.

Em bubalinos, alguns autores afirmam ndo haver redugdo no numero de
foliculos visualizados e no numero de odécitos recuperados ao longo de dois meses
de aspiracado folicular, realizadas duas vezes por semana (BONI; ROVIELO;
ZICARELLI, 1996), contrariamente a outros pesquisadores (SA FILHO et al., 2009),
que verificaram diminuicdo no numero de estruturas a partir da 62 sessao de pungao
folicular, realizada também duas vezes por semana. Adicionalmente, verificou-se

efeito de sessdo de aspiragcdo em outro estudo realizado na espécie (FERRAZ,
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2008), no qual os efeitos de intervalo entre sessées de OPU (1 ou 2 vezes por
semana) e do uso de bST (controle ou bST) foram testados.

Nas condicbes do presente estudo, a redugdo no numero de foliculos
visualizados e odcitos totais ocorreu em novilhas Nelore mesmo com intervalos entre
aspiragcoes foliculares de 14 dias. Ambas as variaveis estdo diretamente
relacionadas e o decréscimo das mesmas ao final do presente estudo sugere que
nesta raga bovina é necessario maior intervalo entre sessdes de aspiragao folicular
quando puncoes repetidas sao realizadas.

Quanto a qualidade oocitaria, pode-se observar diferenga nitida entre os
grupos genéticos quanto ao numero de odcitos viaveis, sendo as novilhas Nelore
novamente superiores as Holandesas e bubalinas (figura 5C). Isto pode ser
decorrente de diferencas nas concentragdes de IGF-1 circulantes, e sera discutido a
seguir no topico sobre efeitos principais de grupo genético. Entretanto, observou-se
queda no numero de odcitos viaveis nas novilhas bubalinas em comparacéo as
Nelore na ultima sessdo de aspiragao folicular, permanecendo as Holandesas em
nivel intermediario. E possivel que o declinio observado na qualidade oocitaria nos
bubalinos do presente estudo seja decorrente da ultima réplica ter sido realizada em
outubro, quando o aumento no fotoperiodo ja poderia ser percebido. Contudo, néo
corrobora com recente trabalho (MANJUNATHA et al., 2009) no qual o periodo
reprodutivo (favoravel ou desfavoravel) nao influenciou o nimero e tampouco a taxa
de odcitos de boa qualidade (A + B) para a produgdo in vitro. Talvez esta
discrepancia possa ser atribuida a diferenca no critério de avaliagdo de qualidade
oocitaria, uma vez que no presente estudo odcitos com pelo menos uma camada de
células do cumulus (grau C, segundo MANJUNATHA et al., 2009) foram incluidas
para os procedimentos in vitro, 0 que ndo ocorreu no experimento destes outros
estudiosos.

O numero de estruturas que entraram para o cultivo in vitro, bem como o
numero de estruturas clivadas, refletiu os achados anteriores embora as interacdes
para estas variaveis nao sejam evidenciadas graficamente dentro do periodo
empregado no presente estudo.

As interagdes ocorridas para taxa de oocitos viaveis e taxa de clivados sdo de
dificil interpretagédo, pois ndo apresentam a mesma consisténcia que as variaveis

anteriores.
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8.2 EFEITO DE MOMENTO DE ASPIRACAO FOLICULAR

Os resultados para efeito principal de momento da OPU em relacdo a

emergéncia da onda de crescimento folicular estdo representados na tabela 5.

Tabela 5 - Efeito do momento da OPU em relacdo a emergéncia da onda de crescimento
folicular (D1, D3 e D5) sobre a aspiragao folicular e producdo de embrides in vitro —
Pirassununga — SP — 2008
D1 D3 D5 Valor
(n=9) (n=9) (n=9) de P
Numero de réplicas 6 6 6 -

NuUmero de foliculos visualizados 26,6 £1,8 27,8 +2,2 274+2,0 0,82

NUmero de o6citos totais 21,2122 225+2,2 23,5+2,3 0,56
Taxa de recuperacéo (%) 70,5+ 31 75,0 £ 3,1 76,0 £ 3,2 0,41
NUmero de odcitos viaveis 14,1+1,7 15,9+1,8 16,2 £ 1,7 0,12
Taxa de odcitos viaveis (%) 65,1+2,5 67,8+1,9 66,5+ 2,2 0,67
Numero de oé6citos no CIV 13,2+1,7 15,0+ 1,6 15,2+1,6 0,06
Taxa de odcitos no CIV (%) 60,6 +2,6 64,3+2,0 62,4122 0,48
NUmero de estruturas clivadas 9,7+15 11,0+£1,4 10,7 +£1,3 0,15
Taxa de clivagem (%) 68,8 + 3,1 70,2+3,3 67,0+ 3,0 0,62
NUmero de blastocistos no D7 2,9+0,7 3,0+0,7 2,8+0,6 0,76
Taxa de blastocistos (%) 19,4+29 16,6 + 2,9 15,9+2,6 0,36
Namero de blastocistos eclodidos 1,4+04 1,6+0,4 1,3+£0,3 0,56
Taxa de ecloséo (%) 36,8 £6,9 38,9+6,6 41,2+7,0 0,68

NUumero de nucleos dos embriGes 176,4+10,0 1876+82 170,6+8,3 0,35

eclodidos

Os dados estéo descritos como média + EPM
As variaveis descritas como contagens representam o numero de estruturas/ doadora/ sesséo, exceto nimero de
nucleos dos embrides eclodidos

Nao se observou efeito de momento de OPU para o numero de foliculos

visualizados, numero de odcitos totais e taxa de recuperacéo.

Tal auséncia de efeito de sincronizagcdo da onda na eficiéncia da OPU-PIV

também foi observada por Melo (2007) em vacas Nelore. Este autor obteve em
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média 17,4 foliculos visualizados, 13,2 odcitos totais, com média de recuperacao de
75,4%, quando a OPU foi realizada 3, 5, 7 ou 9 dias apds a emergéncia folicular.
Também no Capitulo 1 da presente Tese, ndo foram detectadas diferengas entre os
momentos da OPU em relagdo a emergéncia da onda de crescimento folicular para
as mesmas variaveis. Contudo, Ramos et al. (2010) verificaram menor numero de
foliculos visualizados em novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus) aspiradas
com aproximadamente 3 dias apds a emergéncia do que naquelas aspiradas 6 dias
apos (14,1 vs. 17,5, respectivamente; P < 0,05), embora ndo tenham verificado
diferencas no numero de odcitos recuperados. Adicionalmente, Machatkova et al.
(2000) constataram maior numero de odcitos totais em vacas Holandesas aspiradas
na fase de crescimento (dias 1 a 3 do ciclo estral; 6,2 estruturas) quando
comparadas aquelas na fase de dominéancia final (dias 15 e 16; 2,8 estruturas).
Possivelmente a recuperagdo de odcitos ndo variou entre os grupos em estudo
devido a aspiragdo de odcitos provenientes de foliculos que nao fazem parte da
onda de crescimento folicular sincronizada, ou por ainda nido fazerem parte do
proximo “pool” a ser recrutado ou, contrariamente, por ja terem iniciado o processo
de atresia.

Também nao houve diferenga entre os grupos quanto a qualidade oocitaria
(Tabela 3), corroborando com outros estudos nos quais foram obtidos, em média,
entre 3,4 e 14,1 odcitos viaveis/ doadora/ OPU (MACHATKOVA et al., 2000;
VASSENA et al., 2003; MELO, 2007; RAMOS et al., 2010).

Nao foram identificadas diferengas entre os momentos de OPU para numero
de embrides clivados ou taxa de clivagem, em concordéncia com outros autores
(MELO, 2007; RAMOS et al., 2010). Porém, Vassena et al. (2003) obtiveram maior
taxa de embrides clivados a 8-16 células nos grupos aspirados 2 (52,2%) ou 5 dias
apés a emergéncia folicular (44,4%%) em comparagdo aos grupos aspirados 3
(37,0°) ou 7 dias apds (34,9%"; P < 0,05).

Tampouco houve efeito de momento da OPU para numero ou taxa de
blastocistos 7 dias apds a FIV, fato também reportado por Ramos et al. (2010). De
maneira semelhante ao ocorrido no presente estudo, Witt, Wurt e Kruip (2000) nao
observaram influéncia da fase do ciclo estral (fases luteinica precoce, tardia, folicular
e anestro), quando compararam o desenvolvimento de oécitos de graus A e B. A
auséncia do efeito de momento de sincronizagao para OPU nao era esperada, visto

que alguns autores apontam que a competéncia de odcitos in vitro esta relacionada
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ao estagio do ciclo estral em que este odcito foi colhido (MACHATKOVA et al., 1996,
2000, 2004; VASSENA et al., 2003), embora nado haja um consenso sobre o melhor
momento para a realizagdo da OPU. Segundo Hendriksen et al. (2000), odcitos
colhidos de foliculos em estagio inicial de atresia, ou seja, em fase estatica ou de
regressao inicial, apresentam melhor competéncia para o desenvolvimento
embrionario, a despeito de uma possivel alteracdo morfologica. Estes autores
verificaram que houve prejuizo na produgcdo embrionaria somente na fase de
dominancia tardia (D8: 15%), quando comparado aos outros momentos (D2: 27%;
D5: 29%). Em concordéancia com estes dados, Melo (2007) também obteve maior
numero e taxa de blastocistos quando as fémeas foram aspiradas 3 ou 5 dias ap6s a
emergéncia folicular, em comparagao aquelas aspiradas nos dias 7 ou 9. Segundo o
autor, é possivel que o resultado inferior obtido nos grupos aspirados mais
tardiamente (7 e 9 dias apds a emergéncia folicular), tenha sido decorrente de mais
avancado grau de atresia folicular, o que poderia ter comprometido a competéncia
oocitaria. Apesar de haver indicios de que a fase da onda de crescimento folicular &
importante na produgdo embrionaria, pode-se dizer que, conjuntamente, os
trabalhos de Melo (2007), Ramos et al. (2010), ou ainda de Hendriksen et al. (2000)
corroboram com os achados obtidos no presente estudo. E possivel que os
momentos adotados para OPU no presente estudo ndao tenham sido suficientemente
tardios para demonstrar um efeito relacionado a fase folicular na OPU-PIV, pois
provavelmente ndo houve estagio avancado de atresia em nenhum dos grupos
experimentais. Talvez a inclusdo de um grupo mais avangado (7 ou 8 dias apds a
emergéncia folicular) pudesse elucidar essa questdo. Contudo, um problema de
origem pratica poderia surgir no experimento. Em animais com duas ondas de
crescimento folicular, o periodo de 7 ou 8 dias apds a emergéncia representaria a
fase estatica de dominancia, porém em animais com trés ondas, representaria a fase
de atresia do foliculo dominante, devido ao maior turnover folicular. Com o inicio do
declinio do foliculo dominante, uma nova onda seria recrutada e odcitos
provenientes de foliculos em fase de crescimento seriam recuperados juntamente
com aqueles que estariam em atresia, podendo confundir a analise dos resultados.
Outra medida de qualidade embrionaria € o numero de embrides eclodidos e
a taxa de eclosdo, bem como o numero de nucleos dos embrides eclodidos, que
também nao diferiram entre os tratamentos no presente estudo. Estes resultados

nao confirmam os previamente encontrados no experimento do Capitulo 1 e,
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provavelmente, sao resultantes do baixo numero de embrides produzidos.
Entretanto, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que tenham avaliado as
taxas de eclosdo e a contagem de nucleos em diferentes fases da onda de
crescimento folicular, visto que o desenvolvimento embrionario foi acompanhado
somente até a fase de blastocisto.

O efeito de momento da OPU encontrado no estudo piloto nao foi evidenciado
no estudo objeto da presente Tese. Contudo, das variaveis significativas no primeiro
experimento, somente o numero de embrides eclodidos e a contagem de nucleos
poderiam ser levados em consideracdo, uma vez que no presente estudo nao foi
avaliada a taxa de blastocistos 6 dias pos-FIV. A auséncia de efeito da fase da onda
de crescimento folicular talvez possa ser atribuida as baixas taxas de blastocistos
produzidos na presente Tese, o que pode ter prejudicado um possivel efeito, devido
ao reduzido numero de unidades experimentais.

A partir dos resultados do presente estudo, no qual nao houve diferenca entre
os diferentes momentos de OPU em relagdo a emergéncia da onda de crescimento
folicular, torna-se questionavel se a sincronizagdo € necessaria em comparagao a
OPU realizada em dia aleatério do ciclo estral. Para esclarecer esta questao, um
recente trabalho foi realizado em vacas da raga Nelore e Brangus, empregando a
mesma metodologia, porém n&o contemporaneamente (REIS et al., 2010). Os
animais foram divididos em um grupo controle (aspiragdo em dia aleatério do ciclo
estral), e outros trés nos quais a aspiragao foi realizada um dia apdés a emergéncia
folicular sincronizada, sendo D1, D1+eCG (eCG administrado no inicio do protocolo
de sincronizagdo) e D1+bST (bST administrado no inicio do protocolo de
sincronizagao). Os autores observaram que em Nelore n&o houve diferenga entre os
grupos para numero de odcitos viaveis, taxa de odcitos viaveis, numero de
blastocistos e taxa de blastocistos. Entretanto, no grupo D1 + bST menor niumero de
oocitos totais foram recuperados em relagédo aos outros tratamentos. Ja em Brangus,
a OPU do grupo D1 + eCG promoveu aumento tanto no numero de odcitos totais,
quanto nos viaveis. Este tratamento n&o resultou em maior taxa de blastocistos
produzidos, o que ocorreu somente no grupo D1. De forma global, talvez seja
possivel inferir que a sincronizagao da onda de crescimento folicular € importante na
OPU-PIV em relacao a aspiracao folicular realizada em dia aleatério do ciclo estral e,
que ragas diferentes podem ser beneficiadas em maior ou menor extensao por este

tratamento.
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Os resultados para efeito principal de grupo genético estao representados na

tabela 6.

Tabela 6 -

Efeito do grupo genético (Nelore - NEL, Holandesa - HOL e Bufala - BUF) sobre a
aspiragao folicular e produgéo de embrides in vitro — Pirassununga — SP — 2008

NEL HOL BUF Valor
(n=9) (n=9) (n=9) de P
Numero de réplicas 6 6 6 -
Numero de foliculos visualizados 41,0°+ 2,1 22,1°+1,3 18,8°+0,9 <0,01
NGmero de odcitos totais 371°+26  154°+12 14,8°+1,0  <0,01
Taxa de recuperacgéo (%) 82,3+25 66,8 +2,8 72,5 +3,6 0,07
Namero de odcitos viaveis 27,2°+1,9 9,9°+0,9 9,0°+0,7 <0,01
Taxa de odcitos viaveis (%) 73,3°+16  635°+1,9 62,7°+2,7 0,01
NGmero de odcitos no CIV 25,6°+ 1,8 9,1°+0,9 8,8° +0,7  <0,01
Taxa de o6citos no CIV (%) 68,82+ 1,8 57,7° + 2,1 60,9%° + 27 0,01
NUmero de estruturas clivadas 21,1°+1,6 52°+0,5 52°+0,4 <0,01
Taxa de clivagem (%) 826°+16 59,9°+36  635°+29 0,02
NUmero de blastocistos no D7 7,33+0,9 1,1°+0,2 0,7°+ 0,1 <0,01
Taxa de blastocistos (%) 28,3°+28 14,1°+ 2.9 10,2°+2,0  <0,01
Namero de blastocistos eclodidos 3,7+ 0,5 0,4°+0,1 0,3°+0,1 <0,01
Taxa de ecloséo (%) 490+4,9 249+71 34,7+9,2 0,13
Numero de nucleos dos embrides 176,6+5,3 168,9+ 13,7 206,1+ 23,1 0,35

eclodidos

Os dados estao descritos como média + EPM

As variaveis descritas como contagens representam o numero de estruturas/ doadora/ sesséo, exceto nimero de

nlcleos dos embrides eclodidos

Verificou-se que o numero de foliculos visualizados e odcitos totais foi maior

em novilhas Nelore do que em novilhas Holandesas ou bubalinas. O numero de

foliculos visualizados esta diretamente relacionado ao numero de estruturas

presentes no momento da emergéncia folicular, sendo este critério uma boa
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ferramenta para a selecdo de doadoras em programas de OPU/ SOV, devido a alta
repetibilidade (r = 0,576) desta caracteristica em um mesmo individuo (BONI et al.,
1997; BURNS et al., 2005). Embora o presente estudo ndo tenha sido delineado
para identificar o efeito de doadora, é possivel verificar que parte das causas de
variacdo do mesmo pode ser atribuida a este efeito, e que isto foi levado em
consideragao no planejamento do desenho experimental. No Experimento 1 do
presente Capitulo, observou-se que novilhas Nelore recrutaram mais estruturas no
momento da emergéncia folicular do que novilhas Holandesas e bubalinas (29,7
foliculos vs. 15,0 e 13,1, respectivamente). Este padrdo foi mantido também no
experimento 2 do presente Capitulo, uma vez que os mesmos animais foram
utilizados em ambos, indicando a repetibilidade do numero de foliculos, de modo
condizente com os resultados de Boni et al. (1997) e Burns et al. (2005).

Ainda que outros trabalhos ndo sejam contemporaneos, € possivel perceber
que o numero médio de estruturas no momento do recrutamento € maior em Nelore
do que nos outros grupos genéticos, nos quais sdo observados em meédia 23,9
foliculos em Holandesas (GINTHER et al., 1997) e entre 5,1 e 7,7 em bubalinos
(BARUSELLI et al., 1997). Em bubalinos, o baixo numero de foliculos antrais foi
previamente relatado (TY et al., 1989) e, possivelmente, esta relacionado ao menor
numero de foliculos primordiais caracteristico desta espécie (DANELL, 1987),
refletindo menor numero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular e
menor numero de odcitos totais recuperados. Partindo desta hipotese, € provavel
que as diferencas nas contagens de foliculos antrais entre as racas de bovinos,
como Nelore e Holandés, também possam ser atribuidas a diferengcas na reserva
ovariana. Outro possivel mecanismo para tal evidéncia estaria relacionado ao
sistema IGF. Existem indicios de que o sistema IGF difere entre zebuinos e taurinos.
Estudos realizados com vacas Brahman foram sugestivos de que esses animais
apresentam maiores concentragdes plasmaticas de IGF-I (SIMPSON et al., 1994;
ALVAREZ et al., 2000) e menores concentragdes de FSH quando comparadas com
vacas Angus (ALVAREZ et al., 2000). Por este motivo, alguns autores levantaram a
hipétese de que o maior numero de foliculos presentes no ovario de Bos indicus
pode ser devido a elevada concentragdo de IGF-I, mesmo na presenga de baixos
niveis de FSH (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003).

O numero de odcitos totais obtidos no presente estudo foi superior aos

encontrados em outros trabalhos da literatura para todos os grupos genéticos
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(NELORE: entre 11,1 a 25,6 odcitos; MELO, 2007; PONTES et al., 2009;
HOLANDES: entre 2,8 a 6,0; RIZOS et al., 2005; BILBY et al., 2006; LOPES et al.,
2006 e BUBALINOS: entre 0,7 a 10,0; PROMDIREG et al., 2005; FERRAZ et al.,
2007; SA FILHO et al., 2009), em relac&o direta ao nimero de foliculos visualizados.
De maneira semelhante, as taxas de recuperagcdo também se mostraram superiores
quando confrontadas com outros trabalhos, possivelmente em funcdo do alto
numero de foliculos e odcitos recuperados. Outros fatores como nutrigdo, periodo do
ano, além daqueles relacionados as diferencas técnicas podem ter contribuido para
estes resultados.

Com relagao ao numero de odcitos viaveis, houve novamente superioridade
do Nelore em comparagao ao Holandés e aos bubalinos. Adicionalmente, a taxa de
viaveis neste ultimo grupo genético foi menor em relagdo aos outros. Em bubalinos
este fato é esperado e pode ser atribuido ao alto indice de atresia folicular desta
espécie em relagao a espécie bovina (revisado em MANIK et al., 2002) e as frageis
ligagcdes entre o odcito e o foliculo ovariano (GASPARRINI, 2002; MONDADORI et
al., 2007, 2010). Em bovinos da raga Holandesa, a qualidade oocitaria foi
relacionada ao status lactacional e ao nivel energético da dieta (GWAZDAUSKAS et
al., 2000). Contudo, os animais do presente estudo foram submetidos ao mesmo tipo
de nutricdo e ainda ndo apresentavam efeito de lactagado, visto que eram novilhas.
Novamente é possivel que o sistema IGF possa contribuir para diferencas entre os
grupos genéticos ndo somente quanto a quantidade, mas também quanto a
qualidade oocitaria. O sistema IGF esta associado a sintese de estradiol em foliculos
antrais, em ac&o sinérgica ao FSH e induzida por este horménio, via aumento de
proteases (IGFBP-4 protease e IGFBP-5 protease) que disponibilizam o IGF-1 na
forma livre no interior do foliculo (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). Além disso,
componentes do sistema IGF sao expressos no odécito (NUTTINCK et al., 2004) e
participam, ao menos in vitro, acelerando o processo de maturacdo nuclear
(SAKAGUCHI et al., 2002) e apresentando in vivo impacto sobre a competéncia
oocitaria e sobre os embrides oriundos de animais superovulados (VELASQUEZ et
al., 2009). Deste modo, as maiores concentragcdoes de IGF-1 descritas em zebuinos
podem contribuir para a melhor qualidade oocitaria observada neste grupo genético
em relacdo aos taurinos e, possivelmente, em relagdo aos bubalinos. Outra
possibilidade para a pior qualidade dos oécitos de Holandesas e de bufalas em

relagdo aos de Nelore, a titulo de especulacgao, talvez possa estar relacionada a
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diferengcas quanto ao estresse oxidativo, podendo estar ligado a redugdo na
produgao de algum tipo de antioxidante como a glutationa, que sabidamente é critica
para a maturagdo citoplasmatica (EPIGG, 1996) e que, consequentemente, é
importante para que a fecundagcédo e o desenvolvimento embrionario ocorram
normalmente.

A taxa de clivagem também foi maior nas novilhas Nelore do que nas
Holandesas e bubalinas. Baixas taxas de clivagem foram previamente descritas em
outros estudos conduzidos em bubalinos (26,0 e 65,0%; GASPARRINI, 2002;
FERRAZ et al., 2007; SA FILHO et al., 2009; SALIBA et al., 2009), e estdo
relacionadas a qualidade do odcito e capacidade de sofrer adequadas maturacdes
nuclear e citoplasmatica, além da qualidade do sémen congelado utilizado na FIV
(GASPARRINI, 2002). Segundo esta autora, pouca diferenca é detectada na
maturacéo de odcitos bubalinos e bovinos (87% vs. 94%), contudo menores taxas de
clivagem indicam um papel critico na fecundagéao, pois pequena porcentagem dos
touros apresenta boa capacidade nos procedimentos in vitro, devido ao préprio
processamento do sémen para a PIV (KRUIP et al., 1994). Este mesmo raciocinio
pode ser extrapolado para explicar as diferencas encontradas no presente estudo
para as duas racgas bovinas. Em Nelore, a taxa de clivagem obtida esta dentro da
faixa encontrada por outros autores (entre 63,5 a 87,4%; MELO, 2007; EBERHARDT
et al., 2009), porém a taxa obtida na raga Holandesa foi inferior a expectativa, uma
vez que foram reportadas taxas entre 65 e 75% (SENEDA et al., 2001; PAULA-
LOPES et al., 2003; ESCALONA et al., 2008), podendo sugerir efeito de sémen
sobre as taxas obtidas. Contudo, taxas de clivagem inferiores as previamente
relatadas, e mais similares as do presente estudo foram descritas na literatura para
Holandesas (entre 37,9 e 61,3%; BILBY et al., 2006; FERREIRA et al., 2010). Outros
trabalhos d&o indicios de que o odcito também contribui para os resultados da
producao in vitro. Bilby et al. (2006), avaliou o efeito de raga sobre a clivagem de
o6citos de ovarios provenientes de matadouro de Holandesas ou nao Holandesas, e
verificou que embora a raca nao tenha exercido efeito sobre a proporcao de odcitos
clivados (68,0 vs. 78,9%, respectivamente), houve tendéncia de maior proporgcao de
embrides clivados a 8 células para as fémeas nado Holandesas. Sendo assim, parece
haver diferencas entre racas quanto a qualidade oocitaria, que refletem nas taxas de

desenvolvimento subsequente.
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Embora taxas de blastocistos 7 dias apds a FIV semelhantes as obtidas no
presente estudo tenham sido encontradas na literatura (NELORE: 24,9%;
EBERHARDT et al,, 2009; HOLANDES: 12,4% e 12,7%; RIZOS et al., 2005;
EBERHARDT et al., 2009 e BUBALINOS: 10,9%; FERRAZ et al., 2007), pode-se
considerar que estas foram abaixo do esperado (entre 30 a 40% para bovinos,
HASLER et al., 1995; e entre 15 a 30% para bubalinos, NANDI et al., 2002). Dentre
as diversas causas, € possivel que o comprometimento nos resultados obtidos seja
decorrente do tipo de sistema de cultivo empregado. No presente estudo, o sistema
empregado foi o de co-cultivo, devido ao menor custo e a maior facilidade para a
manipulagcado no laboratério em relagao ao sistema com mistura de gases. Contudo,
ha indicios de que o co-cultivo com outros tipos celulares como, por exemplo, células
da granulosa ou de oviduto, promove redugdo nas taxas de blastocisto
(GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; RIZOS et al., 2001) e também atraso na cinética
de desenvolvimento quando comparado a sistemas semi-definidos (SOF com ou
sem suplementagao de soro fetal bovino; GUTIERREZ-ADAN et al., 2001).

De qualquer maneira, diferencas entre Bos taurus e Bos indicus na producao
de embrides in vitro foram recentemente relatados (ESCALONA et al., 2008), dando
suporte aos achados do presente estudo. Ao comparar oécitos de Holandesas e de
Brahman (fertilizados com sémen de Holandés) os autores verificaram melhor
eficiéncia dos Bos indicus quanto a maturagdo nuclear (60,3 vs. 34,7%), taxa de
clivagem (92,4 vs. 69,4%) e taxa de blastocistos (29,5 vs. 17,5%), e atribuiu tais
diferencas a maior resisténcia da raca Brahman ao estresse térmico.
Semelhantemente, Paula-Lopez et al. (2003) observaram que embrides Brahman
submetidos ao estresse térmico apresentaram efeitos menos pronunciados na
formacdo de blastocistos e no numero de nucleos do que embrides da raca
Holandesa ou Angus. Em outro recente estudo (EBERHARDT et al., 2009) é
enfatizada a maior termotoleréncia dos embrides de Nelore frente aos de Holandés,
tendo sido demonstrado que a contribuicdo para tal resisténcia € oriunda tanto dos
o6citos, quanto do sémen. Esta afirmacao ainda é controversa, visto que em recente
publicagdo (NABHAN et al., 2010) do mesmo grupo de pesquisa, concluiu-se que o
oo6cito € mais importante do que os espermatozdides para o desenvolvimento de
termotolerancia, considerando-se que a raca dos touros utilizados no experimento
nao influenciou o desenvolvimento embrionario apds exposi¢ao ao estresse térmico.

Para finalizar, e apoiando as diferencas entre ragas de bovinos, em recente trabalho
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(REIS et al., 2010) comentado previamente neste Capitulo, verificaram-se respostas
diferentes a aspiracao realizada de forma sincronizada ou em dia aleatério do ciclo
estral entre vacas Nelore e Brangus, embora o objetivo do estudo ndo tenha sido
comparar o efeito de raga.

Quanto aos bubalinos, a menor eficiéncia da espécie para a PIV foi reportada
por Neglia et al. (2003) ao comparar odcitos provenientes de ovarios de matadouro
de origem bovina e bubalina. Neste estudo, maiores taxas de clivagem e blastocisto
foram registradas nos bovinos (83,9 e 29,7%, respectivamente) em relagdo aos
bubalinos (64,8 e 19,9%, respectivamente), e os autores acreditam que uma das
causas possa ser uma maior sensibilidade dos odcitos bubalinos ao estresse
ambiental. Contudo, tal afirmacdo parece contraditéria uma vez que os bubalinos
sdo animais de clima tropical e apresentam altos indices de concepgdo em
condigdes a campo, contrariamente aos bovinos da raga Holandesa originarios de
clima temperado.

Um modo de avaliar a qualidade dos embrides PIV pode ser feito observando
o estagio de desenvolvimento em relagdo ao tempo (PALTA; CHAHUAN, 1998).
Contudo outras medidas como taxa de eclosdo e contagem de nucleos podem ser
também utilizadas por serem bons indicadores (PALTA; CHAHUAN, 1998;
GASPARRINI, 2002; ANAND et al., 2008). Em bubalinos, maior precocidade no
desenvolvimento embrionario € relatada, tanto para embrides oriundos de SOV,
quanto para os obtidos por PIV, sendo observada a eclosao entre 5 e 7 dias do ciclo
estral (GASPARRINI, 2002). Esta pesquisadora acredita que a viabilidade de
embrides lentos € pequena, e que deficiéncias nos sistemas de cultivo levem a
baixas taxas de eclosao na espécie. No presente estudo a taxa de eclosido obtida
em bubalinos foi inferior & encontrada em recente trabalho (entre 68,7 e 85,0%;
ANAND et al., 2008), embora a contagem de nucleos tenha sido superior a média de
153,7 células descrita por este mesmo autor. Esta diferenga quanto ao niumero de
nucleos deve-se ao fato de no presente estudo terem sido utilizados somente
embrides eclodidos, ao passo que no relato de Anand et al. (2008) foram
empregados também blastocistos para esta finalidade. Em Holandesas ha poucos
trabalhos nos quais foram avaliadas as taxas de eclosdo ou numero de nucleos.
Bilby et al. (2006) encontraram porcentagens de blastocistos eclodindo e eclodidos 8
dias apds a FIV variando de aproximadamente 3 a 12%, muito inferiores as do

presente estudo, provavelmente devido a precocidade na avaliagdo realizada por
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este autor. Entretanto, taxas de eclosdo 8 dias apds a FIV semelhantes as do
presente estudo foram descritas recentemente (FERREIRA et al., 2010) para
diferentes categorias de Holandesas (novilhas, vacas em pico de lactagéo e repeat-
breeders) avaliadas no verdo e no inverno. Para esta variavel, ndo houve efeito de
categoria animal, porém observou-se maior taxa de eclosdo no inverno em relagéao
ao verao (23,0% vs. 6,5%). Quanto ao numero de nucleos, resultados bastante
divergentes foram encontrados, relacionados possivelmente a diferengas na
qualidade dos odcitos para a producgao in vitro ou do tipo de sistema utilizado em
comparagao ao presente estudo. Fouladi-Nashta et al. (2007) realizaram contagem
diferencial em embrides com 8 dias de cultivo e obtiveram entre 132,5 e 150,5
nucleos totais, sendo entre 98,6 e 114,0 células do trofectoderma e 33,8 e 36,4
células da massa celular interna. Por outro lado, Ferreira et al. (2010) observaram
maior numero de nucleos em embrides produzidos no inverno do que no verao (231
+ 7 vs. 253 + 12), havendo também diferencas entre categorias, sendo maiores as
contagens de células em novilhas (253 + 12) do que em vacas em pico de lactagéo
(203 + 10) e repeat-breeders (207 + 8; p<0,01). Em Nelore, Eberhardt et al. (2009)
encontraram taxas de eclosdo entre 9 a 14%, porém nao foram encontrados

trabalhos com contagem de nucleos nesta raga bovina.
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9 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo € possivel concluir que:

Nao houve diferenga quanto a recuperacdo, qualidade e competéncia
oocitaria para produgcdao de embrides in vitro quando a aspiragao folicular foi
realizada 1, 3 ou 5 dias ap6s a emergéncia folicular, ndo confirmando a primeira
hipétese do presente estudo.

Verificou-se melhor recuperagdo, qualidade e competéncia oocitaria em
novilhas Nelore, em comparacéo as novilhas Holandesas e bubalinas, confirmando

parcialmente a segunda hipétese do presente estudo.
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10  IMPLICACOES

Como ndo se detectaram diferencas entre os momentos de realizagdo da
OPU, sugere-se que esta seja realizada um dia apés a emergéncia folicular, uma
vez que a permanéncia do implante de progesterona pode ser reduzida,
possibilitando o aumento na frequéncia de OPU.

A queda no numero de foliculos visualizados e de odcitos totais nas novilhas
Nelore ao final do presente estudo, sugere que maior intervalo entre aspiragdes seja
adotado para este grupo genético, uma vez que o maior numero de estruturas
ovarianas pode favorecer maior risco de lesdes.

A superioridade de novilhas Nelore frente a novilhas Holandesas ou bubalinas
nos resultados de OPU-PIV confirma os achados comerciais, e explica em parte o

sucesso da PIV no Brasil.
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11 CONTRIBUICAO PARA PESQUISAS FUTURAS

O presente estudo abre possibilidades de pesquisa relacionadas a:

e teste a campo com a finalidade de comparar a OPU realizada de
acordo com sincronizagao prévia em diversos dias da onda de
crescimento folicular ou em momento aleatério do ciclo estral;

e anadlise da expressdo génica de odcitos e embrides de doadoras
pertencentes a diferentes grupos genéticos;

e adequacao dos intervalos entre aspiragdes foliculares para novilhas da
raca Nelore.
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ANEXOS

ANEXO A — Solucéo de antibidticos para Solucao Fisiolégica 0,9%

Componentes Laboratério — Codigo g.s.p. 100 mL
Penicilina Sigma P7794 0,003g
Penicilina Sigma S9137 0,005¢g
Estreptomicina 0,0050 g
Neomicina Sigma N 6386 0,010g
Solugéo salina filtrada Completar 100mL

- Estocar a -80°C em aliquotas de 1 mL

- Adicionar 1mL em 1L de solug&o salina no momento do uso.

ANEXO B - H199 (lavagem dos o06citos)

Componentes Laboratorio - Codigo g.s.p. 5mL
TCM 199 - Hepes Gibco 12350-039 4,5mL
SFB Gibco 10270-106 500uL
Amicacina 25ulL
Piruvato 10uL

- Filtrar em membrana de celulose com poros de 0,22 um

Estoqgue de Amicacina

Estoque-Mé&e: 250 mg de amicacina/ 1 mL de H;O ultra-pura ou PBS. Fazer
aliquotas de 200 pL e armazenar a -200C

Estoque de uso: preparar uma solugado na proporgao 1: 15 (estoque-mae: H,O ultra-
pura ou PBS). Manter a 40C.




Estoque Piruvato

Componentes

Laboratério - Codigo

mM

g.s.p. 10 mL

Piruvato

Sigma P5280

0,2

0,1100g

Solugao salina estéril

Completar 10mL

- Filtrar e estocar a -80°C em aliquotas de 40uL.

ANEXO C -B199

Componentes Laboratorio - Cédigo g.s.p. 5mL
TCM 199 - Bicarbonato |Gibco 11150-059 4,5mL
SFB Gibco 10270-106 500uL
Amicacina 25uL
Piruvato 10uL
LH 50uL
FSH 5uL

Filtrar em membrana de celulose (poros de 0,22)
Estradiol 5ulL
LH (hCG)

Componentes Laboratorio - Codigo g.s.p. 10 mL

HCG Chorulon (5000 unidades) 1 frasco

TCM 199 - Bicarbonato

Gibco 11150-059

Completar 10 mL

- Estocar a -80°C em aliquotas de 60uL

FSH

Componentes

Laboratério - Codigo

g.s.p. 10 mL

FSH

Folltropin (FSH-P)

0,0005 g

TCM 199 - Bicarbonato

Gibco 11150-059

Completar 10 mL

- Estocar a -80°C em aliquotas de 20uL
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Estradiol
Componentes Laboratério - Codigo g.s.p.1,0mL
Estradiol Sigma E8875 0,0010 g

Etanol absoluto

Completar 1,0 mL

- Estocar a -80°C em aliquotas de 20uL

ANEXO D - Percoll 45 e 90%

Percoll 90%

Homogeneizar os seguintes componentes:
- 0,0063 g de Bicarbonato de Saodio

- 2,7 ml de Percoll puro

- 300ul da solugao 10X

- 6ul de CaCl,..2H,0 1M

- 12ul de Mg ClI, .6H,0 0,1M

- 11pl de Acido Latico

Percoll 45%

Misturar 1 mL da solucdo de Percoll 90% com 1 mL de TALP SEMEN
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Solugéo 10X

Componentes g.s.p. 100 mL
KCI (1M) 3,09 mL
NaH,PO4 (0,1 M) 2,92 mL
NaCl 4,6750 g
Hepes (4034) 2,3800 g

Agua ultrapura

Completar 100 mL

- Ajustar o pH para 7,3.

- Filtrar e estocar a -80°C em aliquotas de 300 mL.




Solucgéo de CaCl,.2H,0 - 1,0 M
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Componentes

g.s.p. 10 mL

CaCl,.2H,0

1,4700 g

Agua ultrapura

Completar 10 mL

- Filtrar e estocar a 4°C.

Solugéo de MgCl,.6H,0O - 0,1 M

Componentes

g.s.p. 10 mL

MgCl,.6H,0

0,2030 g

Agua ultrapura

Completar 10 mL

- Filtrar e estocar a 4°C.

TALP SEMEN

Componentes mM g.s.p. 100 mL
NaCl 100 mM 0,5820 g
KCI 3,1 mM 0,0230 g
NaH,PO4 0,29 mM 0,0035 g
MgCl,.6H,0 0,4 mM 0,0080 g
NaHCO3 25 mM 0,2100 g
CaCl,.2H,0 2,1 mM 0,0300 g
Lactato de Sodio 35 mM 310, 4 pL
Vermelho Fenol 0,0010 g
Hepes (3784) 10 mM 0,2380 g
Agua ultrapura Completar 100 mL

- Dissolver em aproximadamente 90 mL de agua ultrapura

- Homogeneizar e acertar o pH para 7,4-7,6

- Completar o volume para 100 mL, filtrar e armazenar a 4°C por 2 meses




ANEXO E - FIV

Homogeneizar e filtrar em seguida:

-5 mL de FIV estoque
- 55l de Heparina

- 220yl de PHE

- 25l de amicacina

- 10ul de Piruvato
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Heparina

Componentes g.s.p. 10 mL
Heparina 0,0100 g

FIV estoque Completar 10 mL

- Homogeneizar e estocar a -80°C em aliquotas de 60 pL.

Solucéo PHE

Penicilamina 10 mL
Hipotaurina 10 mL
Epinefrina 8 mL
Solugéao salina filtrada 0,9% 16 mL

- Homogeneizar e estocar a -80°C em aliquotas de 240 puL.
Penicilamina

Componentes g.s.p. 10 mL
Penicilamina 0,0030 g

Solugéo salina filtrada 0,9%

Completar 10 mL

Hipotaurina
Componentes g.s.p. 10 mL
Hipotaurina 0,0011 g

Solugéo salina filtrada 0,9%

Completar 10 mL




119

Epinefrina

Solugao I:

Componentes g.s.p. 10 mL
Lactato de sddio 0,1650 g
NaxS205 (bissulfito de sodio) 0,0500 g

Agua ultrapura

Completar 10 mL

- Homogeneizar e ajustar o pH da solug&o para 4,0.

Solucao Il:

Componentes g.s.p. 40 mL
Epinefrina 0,00183 g
Solugéo | Completar 40 mL
FIV ESTOQUE

Componentes mM g.s.p. 10 mL
NaCl (S962S) 114mM 0,6660g
KCI 3,2mM 0,0238g
NaH,PO,4 (S5761) 0,4mM 0,0048g
MgCl, . 6H,0 0,5mM 0,0101g
NaHCO; 25mM 0,2100g
CaCl,. 2H,0 20mM 0,02949g
Fenol C19H14055 0,0010g
Lactato de Sodio 10mM 85,6ul

Agua Mili Q autoclavada

Completar 100mL

- Dissolver em aproximadamente 90 mL de agua ultrapura

- Homogeneizar e acertar o pH para 7,4-7,6

- Completar o volume para 100 mL, filtrar e armazenar a 4°C por 1 meses
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ANEXO F - B199 suplementado (maturacdo dos o0citos)

Componentes Laboratorio - Codigo g.s.p. 5mL
Cistina 0,3mM 4,375mL
Cisteamina 50uM 50uL
SFB Gibco 10270-106 500uL
Amicacina 25ulL
Piruvato 10uL
LH 50uL
FSH 5ulL

Filtrar em membrana de celulose (poros de 0,22)
Estradiol 5uL

Solucédo mée de cistina (0,6 mM)
- aquecer o TCM 199 NaHCO3
- pesar entre 2 e 2,5 mg de cistina (Sigma C6727) e fazer a proporgao:
18,793mg: 100ml = mg de cistina pesada: x
x = mg de cistina pesada *100/ 18, 793 = ml de TCM NaHCO3 a se juntar na

solucao

Solugéo 0,3mM de cistina
- fazer uma proporcao 1:1 da solugdo mae de cistina: TCM NaHCO3 (usar 3ml de

cada, para fazer 5 ml de B199) e filtrar

Solugdo méae de cisteamina (100 uM)
- pesar entre 4 e 6 mg de cisteamina (Sigma M6500) e fazer a proporgao:
113,6mg: 100ml = mg de cisteamina pesada: x
X = mg de cisteamina pesada *100/ 113,6= ml de TCM NaHCQO3 a se juntar na

solucao

Solugéo 50uM de cisteamina
- fazer uma proporg¢ao 1:1 da solugdo mae de cisteamina: TCM NaHCO3 (usar 1ml

de cada, para fazer 5 ml de B199) e filtrar
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ANEXO G - Hialuronidase 2%

- 0,02g hialuronidase

- 0,04g BSA

- PBS sem Ca e Mg - gq.s.p. 10ml

Homogeneizar, filtrar e armazenar a 4°C. Pré-aquecer 15 min (37-38°C) antes do

uso.

ANEXO H - SOF

Homogeneizar e filtrar:
- 5mL SOF estoque

- 100uL SFB

- 0,03g BSA

- 100uL BME

- 50uL MEM

- 25uL amicacina

- 10uL estoque piruvato

SOF ESTOQUE

Componentes mM g.s.p. 10 mL
NaCl 107,5mM 0,6280g
KCI 7,1mM 0,0532g
MgCl,.6H,0 24,8mM 0,0100g
KH2PO4 1,2mM 0,0162g
NaHCO; 1,7mM 0,2080g
CaCl,.2H,0 7,0mM 0,02549g
Lactato de Sodio 1,5mM 62ul
Hepes (3784) 10,0mM 0,2380g
Glicose 0,5mM 0,0270g
Vermelho Fenol 0,0010g
Agua ultrapura q.s.p. 100mL
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- Dissolver em aproximadamente 90 mL de agua ultrapura
- Homogeneizar e acertar o pH para 7,4-7,6

- Completar o volume para 100 mL, filtrar e armazenar na geladeira por 1 més





