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SANTOS, Gustavo Martins Gomes dos. Comparacdo da taxa de concepcao a
IATF e producéo in vitro de embrido de vacas Nelore com alta, intermediaria e
baixa contagem de foliculos antrais. 2013. 81 f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar as taxas de concepgao a IATF e a produgao
in vitro de embrides entre vacas Nelore com alta, intermediaria e baixa contagem de
foliculos antrais (CFA). No primeiro experimento, vacas de corte Nelore (Bos indicus,
n = 701), multiparas, paridas (40-60 dias de pds-parto) e com escore de condigao
corporal (ECC) de 3,0 £ 0,5 (escala 1-5) foram submetidas a protocolo de
sincronizagdo da ovulagdo. Em dias aleatérios do ciclo estral (DO0), as vacas
receberam dispositivo intravaginal (CIDR®, Pfizer, Brasil) e 2mg BE (Estrogin®,
Farmavet, Brasil), IM. Na retirada do implante (D8), receberam 0,51mg PGF2a
(Ciosin®, Intervet-Schering Plough, Brasil), 300Ul eCG (Novormon®, Syntex SA,
Argentina) e 1mg CE (ECP®, Pfizer, Brasil), IM. As vacas foram inseminadas em
tempo fixo (IATF) 48h apds a retirada do dispositivo de P4. Foliculos antrais 2 3 mm
foram contados por ultrassonografia, utilizando transdutor intravaginal microconvexo
(DO) e as vacas foram divididas em grupos de alta CFA (G-Alta, 225 foliculos, n =
149), intermediaria CFA (G-Intermediaria, 11-24 foliculos, n = 400) ou baixa CFA (G-
Baixa, <10 foliculos, n = 152). O numero de foliculos foi avaliado pelo teste de
Kruskal-Wallis e as taxas de concepg¢ado foram comparadas por Qui-quadrado (p <
0,05). O numero médio de foliculos antrais (média + DP) foi 17,93 + 8,45 e a taxa de
concepgao meédia 51,49% (361/701). A populagao folicular média foi 30,70 + 5,66 (G-
Alta), 17,03 £ 3,28 (G-Intermediaria) e 7,83 £ 2,42 foliculos (G-Baixa, p<0,05). Nao
houve diferenga na taxa de concepgéo entre os grupos de alta e baixa CFA (51,67
vs. 60,50%), porém, a taxa de concepgédo do grupo de baixa CFA foi maior
comparado ao grupo de intermediaria CFA (60,50 vs. 48,00%, p<0,05). Dessa forma,
conclui-se que vacas Nelore com baixa CFA apresentaram taxa de concepgao a
IATF superior comparado a vacas com intermediaria CFA. No segundo experimento,
comparamos a producao de embrides entre fémeas bovinas com alta, média e baixa
quantidade de odcitos obtidos por OPU. Fémeas Nelore (Bos indicus, n = 66, 72-96
m) foram submetidas a aspiragao folicular guiada por ultrassonografia com
transdutor intravaginal microconvexo (7,5 MHz). Imediatamente apds a recuperagéo,
os COCs foram classificados e transportados até o laboratério para a PIVE. A FIV foi
realizada com sémen convencional de um unico touro previamente testado. As
fémeas foram divididas em grupos, conforme a produg¢ao de odcitos totais: G-Alta (n
= 22, 240 odécitos), G-Intermediario (n = 25, 18-25 odcitos) e G-Baixa (n = 19, <7
odcitos). Os dados foram avaliados pelo teste de Qui-Quadrado (p<0,05). O numero
médio de COCs recuperados foi 50,4+11,3 (G-Alta), 21,4+3,0 (G-Intermediario) e
5,3%1,5 (G-Baixa, P<0,05). O numero médio de odcitos viaveis foi 40,4£10,6 (G-
Alta), 14,8+ 3,0 (G-Intermediario) e 3,8+1,1 (G-Baixa, P<0,05) e a porcentagem de
odcitos viaveis foi 80% (888/1109, G-Alta), 69% (371/534, G-Intermediario) e 71%
(72/101, G-Baixa, p<0,05). A taxa de clivagem foi 79% (762/965, G-Alta), 74%
(348/472, G-Intermediario) e 71% (65/92, G-Baixa, p<0,05) e a taxa de blastocisto foi
42% (405/965, G-Alta), 32% (153/472, G-Intermediario) e 13% (12/92, G-Baixa,
P<0,05). O numero médio de embrides viaveis foi 18,416,7 (G-Alta), 6,1£3,6 (G-



Intermediario) e 0,6+0,7 (G-Baixa, p<0,05) e a porcentagem de embrides vitrificaveis
foi 81% (329/405, G-Alta), 77% (118/153, G-Intermediario) e 58% (7/12, G-Baixa,
p<0,05). Conclui-se que vacas Nelore com alta produgao de odcitos apresentaram
~10 vezes maior produgao de oocitos e produziram ~30 vezes mais embrides viaveis
em relagao as de baixa. Dessa maneira, a CFA nao influenciou a taxa de concepgao
a IATF entre vacas de alta e baixa CFA, porém, influenciou positivamente, a
producdo in vitro de embrides.

Palavras-chave: Foliculos antrais. Taxa de concepg¢ao. Odcitos. Embrides. Bovinos.



SANTOS, Gustavo Martins Gomes dos. Comparison of the conception rate to
FTAl and in vitro embryo production among Nelore cows with high,
intermediate and low antral follicles count. 2013. 81 p. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the conception rates to FTAI and in vitro
embryo production among Nelore cows with high, intermediate and low antral
follicles count (AFC). In the experiment 1, Nelore beef cows (Bos indicus, n = 701),
multiparous, at 40-60 days postpartum, and with BCE 3.0 = 0.5 (range 1-5) were
subjected to synchronization of ovulation. Randomly during the estrous cycle (DO0),
cows received an intravaginal device (CIDR®, Zoetis, Brazil) and 2mg BE
(Estrogin®, Farmavet, Brazil), IM. At device removal (D8), cows received 0.51 mg
PGF2a (Ciosin®, Intervet Schering-Plough, Brazil), 300IU eCG (Novormon®, Syntex
SA, Argentina) and 1mg EC (ECP®, Pfizer, Brazil), IM . All cows were inseminated at
fixed time (FTAI) 48 h after P4 device removal. Antral follicles = 3 mm were counted
using an intravaginal microconvex transducer (D8), and the cows were assigned into
groups of high antral AFC (G-High, = 25 follicles, n = 149), intermediate AFC (G-
Intermediate, 11-24 follicles, n = 400) or low AFC (G-Low, < 10 follicles, n = 152).
The number of follicles was evaluated by Kruskal-Wallis and conception rates were
compared by the chi-square test (p < 0.05). The average number of antral follicles
(mean £ SD) was 17.93 + 8.45 and the average conception rate was 51.49%
(361/701). The average follicular population was 30.70 + 5.66 (G-High), 17.03 + 3.28
(G-Intermediate) and 7.83 £ 2.42 follicles (G-Low, p <0.05) . There was no difference
in the conception rates between high and low AFC groups (51.67 vs 60.50%),
however, the conception rate of the low AFC group was higher compared to the
intermediate AFC group (60.50 vs. 48.00%, p <0.05). Thus, we conclude that
conception rates to FTAI for Nelore cows with low AFC was higher compared to cows
with intermediate AFC. In the experiment 2, we compared the embryo production of
cows with high, intermediate and low numbers of oocytes obtained by OPU. Nelore
(Bos indicus, n = 66, 72-96 months) were subjected to ultrasound-guided follicular
aspiration using an intravaginal microconvex array (7.5 MHz). Immediately after
recovery, COCs were selected and transported to the laboratory. The IVF was
performed with conventional semen from a single bull previously tested. Cows were
assingned into groups according to the oocyte production as follows: G-High (n = 22,
= 40 oocytes), G-Intermediate (n = 25, 18-25 oocytes) and G-Low (n = 19, £ 7
oocytes). Data was analyzed by the chi-square test (p < 0.05). The average number
of COCs retrieved was 50.4 + 11.3 (G-High), 21.4 + 3.0 (G-Intermediate) and 5.3 +
1.5 (G-Low, p <0.05). The mean number of viable oocytes was 40.4 + 10.6 (G-High),
14.8 £ 3.0 (G-Intermediate) and 3.8 + 1.1 (G-Low, p <0.05) and the percentage of
viable oocytes was 80% (888/1,109, G-High), 69% (371/534, G-Intermediate) and
71% (72/101, G-Low, p <0.05). Cleavage rate was 79% (762/965, G-High), 74%
(348/472, G-Intermediate) and 71% (65/92, G-Low, p <0.05), and blastocyst rate was
42% (405/965, G-High), 32% (153/472, G-Intermediate) and 13% (12/92, G-Low, p
<0.05). The number of viable embryos was 18.4 + 6.7 (G-High), 6.1 + 3.6 (G-
Intermediate) and 0.6 + 0.7 (G-Low, P <0.05 ) and the percentage of vitrifiable
embryos was 81% (329/405, G-High), 77% (118/153, G-Intermediate) and 58%



(7/12, G-Low, P <0.05). It is concluded that Nelore with high oocyte production had ~
10-fold higher oocyte production and produced ~ 30-fold more embryos compared to
the low AFC group. Nelore cows with high oocyte production presented better
reproductive performance after in vitro embryo production. In summary, the AFC has
a negative influence on the conception rates to FTAI, but influenced the in vitro
embryo production.

Key words: Antral follicles. Conception rate. Oocytes. Embryos. Cattle.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo
(FAO, 2010) com aproximadamente 200 milhdes de cabecas (IBGE, 2009), das
quais, 80 a 85% sao compostas por ragas zebuinas e cruzamentos. Considerando o
plantel zebuino brasileiro, 90% correspondem a animais da raga Nelore (ABIEC,
2013), que se encontram distribuidos por todo territorio nacional e sdo considerados
altamente adaptados as nossas condicdes de clima e sdo predominantementes
criados extensivamente.

As biotecnologias da reproducao, tais como a inseminacgao artificial
(IA), a inseminagao artificial em tempo fixo (IATF), a produgéo in vitro de embrides
(PIVE) e a produgado in vivo de embrides (SOV/TE) surgem como instrumentos
fundamentais no arranque deste setor, favorecendo a sele¢do, a multiplicacdo e a
disseminagao de animais de alta genética e elevado potencial produtivo.

Com o conhecimento da fisiologia do ciclo estral dos bovinos,
asociado a utilizagdo de estratégias farmacoldgicas especificas, tornou-se possivel o
controle das fases de desenvolvimento folicular. O controle farmacolégico do ciclo
estral facilita ndo s6 o manejo reprodutivo, como também permite a aplicacdo das
biotecnologias da reprodugcédo nos rebanhos de leite e de corte, proporcionado uma
producao mais eficiente (Baruselli et al., 2002)

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa vem estudando os
fatores individuas, ligados a odgenese e foliculogénese e sua influencia sobre o
desempenho reprodutivo de bovinos, quando submetidos as biotecnologia
reprodutivas ( Ireland et al., 2011, Silva-Santos, 2013).

Os foliculos pré-antrais s&o responsaveis pela renovacado continua
de foliculos antrais no ovario (Guilbault et al., 1986). Entretanto, aproximadamente
99,9% dos foliculos pré-antrais sofrem atresia folicular e ndo chegam até a ovulagao
(CARROL et al., 1990).

Alguns estudos relataram alta variabilidade no numero de foliculos
pré-antrais e antrais entre bovinos (ERICKSON, 1966; Burns et al, 2005;. Silva-
Santos et al, 2011, 2013). No entanto, o numero de foliculos antrais = 3 mm de
didmetro é altamente repetivel no mesmo individuo (0,85 a 0,95) durante as ondas
de crescimento folicular (Ireland et al, 2007.; Mossa et al., 2012; Silva —Santos et al.,

2013). Portanto, é possivel identificar com o auxilio da ultrassonografia, fémeas com
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baixa, intermediaria ou elevada quantidade de foliculos antrais durante as ondas de
crescimento folicular.

Estudos mostram que fémeas taurinas com baixa contagem de
foliculos antrais (CFA) apresentam caracteristicas usualmente associadas com
infertilidade, tais como ovarios menores, reducdo da reserva folicular ovariana,
menor responsividade a superovulagdo e menor quantidade de embrides
transferiveis, menor quantidade de horménio anti-Mulleriano (AMH) e concentragéo
de progesterona durante o ciclo estral, menor espessura endometrial e maior
quantidade de marcadores de células do cumulus indicativos de menor qualidade do
odcito (Ireland et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho consistiu em comparar a
taxa de concepcao a IATF e a producdo de embrides in vitro de fémeas bovinas
Nelore com alta, intermediaria e baixa CFA recrutados por onda de crescimento

folicular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O OVARIO DE MAMIFERO

2.1.1 Aspectos Morfolédgicos e Estruturais do Ovario

O ovario é composto por uma regidao cortical e uma medular,
circundado por epitélio superficial ou germinativo que repousa sobre uma membrana
basal. Logo abaixo, observa-se a tunica albuginea e o estroma ovariano
(MURDOCH, 1996). O ovario mamifero € um 6rgdao complexo composto de varios
tipos celulares: odcitos, células da granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da
superficie ovariana. Estes tipos celulares, presentes na regido cortical do ovario,
posteriormente se diferenciam em varios subtipos. Por exemplo, as células da
granulosa diferenciam-se em células do cumulus, murais ou luteais, enquanto que as
células da teca desenvolvem-se em camadas internas e externas (ERICKSON;
SHIMASAKI, 2003).

A regidao cortical € composta por colagenos dos tipos | e lll,
fibroblastos, vasos sanguineos, linfaticos e terminagcées nervosas (HAFEZ; HAFEZ,
2004). No cortex ovariano, s&o encontrados foliculos ovarianos quiescentes, em
desenvolvimento ou atresia, corpos luteos, corpos albicans e corpos hemorragicos
(MURDOCH, 1996). A regiao medular, localizada na porgdo mais interna do ovario, é
constituida por tecido conjuntivo fibroblastico (fibroblastos, fibronectina e fibras
colagenas do tipo | e lll), nervos, vasos sangiiineos e linfaticos. E responséavel pela
nutricdo e sustentacéo do ovario (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O ovario desempenha duas importantes fungdes, uma exdcrina ou
gametogénica (producdo e liberagdo de odcitos) e uma enddcrina ou
esteroidogénica (producdo e liberacdo de hormdnios esterdides e de peptideos;
HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A forma do ovario varia de acordo com a espécie e o estadio do ciclo
estral (PINEDA, 1989; NUNEZ, 1993; HAFEZ; HAFEZ, 2004). Em bovinos, o ovario
tem forma de améndoa e o peso do ovario de vacas adultas varia de 10 a 20 g. O
comprimento varia de 3,0 a 4,5 cm, e a largura, 1,5 a 2,0 cm, respectivamente
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).
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2.1.2 Populagao Folicular Ovariana

A populagéo folicular ovariana é influenciada por diversos fatores
como espécie, raga (CAHILL ET AL., 1979), genética (ERICKSON, 1966; SMITH ET
AL., 1994), idade, niveis hormonais (PETERS, 1976; RUSSE, 1983; ROY; TREACY,
1993) e estado reprodutivo do animal (ERICKSON et al., 1976). Além destes, deve-
se ressaltar a variacao individual na populagao folicular ovariana, com valores entre
0 e 720.000 foliculos por ovario para fémeas bovinas (ERICKSON, 1966). Estima-se
que a populagao folicular ovariana ao nascimento seja de aproximadamente 235.000
foliculos na vaca (BETTERIDGE et al., 1989), 160.000 foliculos pré-antrais na ovelha
(DRIANCOURT et al.,, 1991), e 2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986). A
estimativa da populacédo folicular pré-antral em ovarios de fémeas bovinas de
diferentes idades e ragas ja foi relatada, com valores de 143.929 e 285.155 foliculos
para fetos, 76.851 e 109.673 foliculos para novilhas, e 39.438 e 89.577 foliculos
para vacas, Bos indicus e Bos taurus respectivamente (SILVA-SANTOS et al., 2011).

2.2 OOGENESE E FOLICULOGENESE

Nas espécies domésticas, as fémeas nascem com um estoque de
odcitos, formado ainda no decorrer da vida fetal, como consequéncia de dois
processos: a oogénese e a foliculogénese (SAUMANDE, 1991). Em ruminantes, a
oogénese pode ser definida como o desenvolvimento e a diferenciagdo das células
germinativas primordiais da fémea, culminado com a formagao do odcito haploide
fecundado (RUSSE, 1983). A foliculogénese € um processo fisioldégico que se inicia
com a formacéao do foliculo primordial e culmina com o estagio de foliculo maduro,
também conhecido como foliculo de De Graaf ou pré-ovulatorio (SAUMANDE, 1981).
O término da foliculogénese ocorre no momento da ovulagédo do foliculo maduro,
enquanto a oogénese se encerra somente apds a fecundagao (FIGUEIREDO et al.,
2002). Durante o desenvolvimento fetal, as células germinativas primordiais migram
do saco vitelinico para as cristas gonadais, sofrem sucessivas mitoses originando as
oogénias. Nesta etapa, células somaticas do mesonefron circundam as oogoénias,
formando os corddes corticais, que sao os precursores dos foliculos primordiais. Os
corddes corticais ou ovigeros sdo descritos como estruturas alongadas contendo

células germinativas circundadas por células da pré-granulosa, que repousam sobre
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a lamina basal (Juengel et al., 2002). As oogbnias no seu interior sofrem sucessivas
mitoses e diferenciam-se em odcitos, que iniciam o processo de divisdo meidtica, o
qual é interrompido em profase da meiose | no estagio de diploteno (SOTO-SUAZO,;
ZORN, 2005; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). A formagéao dos foliculos primordiais
ocorre quando os odcitos sdo individualizados a partir da separacédo dos corddes de
células germinativas (BRISTOL-GOULD et al., 2006).

Em fémeas bovinas, o oocito primario ou imaturo permanece no
estagio de préfase | até imediatamente antes da ovulagdo. O processo de meiose é
retomado em resposta a estimulagédo pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH; BUCCIONE et al.,1990), passando em seguida pelas
fases de metafase |, anafase | e teléfase |, ocorrendo a liberagdo do 1° corpusculo
polar e formagédo do odcito secundario (BETTERIDGE et al., 1989). O processo de
maturagao meidtica, in vivo, pode ocorrer apenas no ooécito do foliculo pré-ovulatoério
dominante e resulta, dentre outros fatores, da estimulagdo especifica pelo pico pré-
ovulatério de LH e FSH (ERICKSON, 1986).

No estagio de metafase Il, ocorre uma segunda interrupgdo da
meiose (BETTERIDGE et al., 1989). Na maioria das espécies domésticas, o odcito
permanece em metafase Il até ser ovulado e transportado para o oviduto, onde
podera ser fecundado. Caso a fecundacido ocorra, o oodcito retoma a meiose
(BETTERIDGE et al., 1989; BUCCIONE et al.,1990) e culmina com a extrusdo do
segundo corpusculo polar (GORDON, 1994), marcando assim o fim da oogénese.

Apesar do conceito do estoque finito e ndo renovavel de células
germinativas (ZUCKERMAN, 1951) ser amplamente aceito, Johnson et al. (2004 e
2005) surpreenderam a comunidade cientifica ao demonstrarem indicios de
continuidade da oogénese e foliculogénese no periodo pdés-natal, apontando as
células-tronco da medula éssea como responsaveis pela renovacao dos gametas
femininos. Estes pesquisadores sugerem a ocorréncia de células germinativas nos
ovarios, na medula éssea e no sangue periférico. Os trabalhos de Johnson et al.
(2004 e 2005) geraram muita controvérsia no meio cientifico. Um dos aspectos
refere-se a ocorréncia da menopausa e a inatividade ovariana em fémeas senis. As
criticas também estdo relacionadas a auséncia de sinais de inicio e término da
primeira profase meidtica e subsequente fase de dipléteno nos supostos oécitos
derivados de células-tronco. Além disso, o curto periodo para crescimento dos novos

foliculos permitiu o questionamento da eficacia da esterilizagdo quimica. A teoria de
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neo-oogénese/foliculogénese proposta por Johnson et al. (2004 e 2005) é polémica
e desafia um conceito de mais de 100 anos. A polémica nao parece estar proxima do
fim, principalmente depois do relato do nascimento de camundongos a partir de
oocitos neoformados depois do cultivo de células germinativas de ovarios de
camundongos adultos transgénicos para proteina GFP e transferéncia para ovarios
de fémeas esterilizadas quimicamente (ZOU et al., 2009). Depois dos primeiros
relatos do grupo de Johnson e Tilly, diversos estudos mostraram-se a favor da neo-
foliculogéne (ABBAN; JOHNSON; BUKOVSKY et al.; CELIK et al.; ZOU et al.; 2009;
DE FELICI; PACCHIAROTTI et al.; PARTE et al.; VIRANT-KLUN; SKUTELLA, 2010;
VIRANT-KLUN et al., 2011. e outros concluem nao haver renovagao folicular
(BRISTOL-GOULD et al.; EGGAN et al., 2006; LIU et al., 2007; BEGUM et al., 2008;
FADDY; GOSDEN 2009; ZHANG et al., 2010; BYSKOQV et al., 2011). Recentemente,
este grupo relatou, semelhante ao que occore em camundongas adultas, ovarios
provenientes de mulheres em idade para reprodugdo possuem células germinativas
mitoticamente ativas que podem ser propagadas in vitro e gerar oocitos in vitro e in
vivo (WHITE et al., 2012). Apesar da questdo permanecer em discussao, 0s

trabalhos sugerem revisao dos conceitos sobre foliculogénese.

2.3 FoLicuLos OVARIANOS

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovario, constituido por um
odcito circundado por células somaticas da granulosa e tecais. O foliculo apresenta
funcdos endodcrina (produgdo e liberacdo de hormoénios esterdides e outros
peptideos) e exdcrina ou gametogénica, apresentando-se como elemento essencial
para a manutencao da viabilidade oocitaria. Dessa forma, o foliculo proporciona um
ambiente ideal para o crescimento e a maturagcéo do odcito imaturo e permite que o
oocito maduro alcance a ovulagdo (FIGUEIREDO et al., 2002).

A populagao de foliculos ovarianos localiza-se no coértex ovariano.
Os foliculos séo classificados em pré-antrais ou nao cavitarios (primordiais, em
transicdo, primarios e secundarios) e foliculos antrais ou cavitarios (terciarios e

préovulatérios; Figura 1), de acordo com o grau de evolugao folicular.



23

Figura 1 — Representacao esquematica do desenvolvimento dos foliculos ovarianos
(Adaptado de Rodgers et al., 1999). 1. Odcito primario; 2. Célula da Pré-
granulosa; 3. Membrana basal; 4. Células da Granulosa; 5. Cavidade
antral; 6. Célula da teca e 7. Odcito secundario.

Preé-ovulatorio

Secundario Terciario

Primordial Primario

Na fase inicial do crescimento folicular, admite-se uma acéao
predominantemente local e varios fatores de crescimento foram identificados nas
primeiras modificagdes foliculares. Dentre os mais estudados, encontram-se o Kit
Ligand (PARROT; SKINNER, 1999), fator de crescimento e diferenciacdo - GDF-9
(VITT el al., 2000), fator de crescimento de fibroblasto - bFGF (NILSSON et al.,
2001) e fator inibidor de leucemia - LIF (NILSSON et al., 2002).

Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) representam 90% da
populagdo folicular (SAUMANDE, 1991) e s&o responsaveis pela renovagao
continua de foliculos antrais no ovario (GUILBAULT et al., 1986). No entanto,
aproximadamente 99,9% dos foliculos pré-antrais presentes nos ovarios nao
chegam até a ovulagdo (CARROL et al.,, 1990), pois sofrem um processo
degenerativo ou apoptético conhecido por atresia. Dessa forma, o ovario pode ser
considerado um orgao de baixissima produtividade (IRELAND, 1987).

Existe controvérsia sobre o aparecimento de foliculos primordiais em
ovarios de fetos bovinos, com relatos ao redor 74 (TANAKA et al., 2001), 90
(RUSSE, 1983) e 150 dias de gestagdo (MOUSTAFA; HAFEZ, 1971).

2.3.1 Classificagao e Caracterizagéo Estrutural e Ultraestrutural dos Foliculos

Préantrais

Os foliculos ovarianos pré-antrais sao classificados de acordo com a
forma e o numero de camadas de células que circundam o odcito imaturo em
primordiais, primarios e secundarios (FIGUEIREDO et al., 2002). Os foliculos

primordiais e primarios nao podem ser distinguidos pelo diametro, mas sim, por
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diferengas morfolégicas (HULSHOF et al., 1994). Os foliculos primordiais
apresentam um odcito rodeado por uma camada de 4 a 8 células da granulosa
achatadas, os primarios mostram um odécito rodeado por uma camada de 11 a 12
células da granulosa cuboidais e os secundarios, mais de uma camada de células
da granulosa cuboidais. Os foliculos pré-antrais podem ser classificados também de
acordo com o grau de viabilidade em foliculos saudaveis (com lamina basal intacta,
oocito com n&o mais de trés vacuolos citoplasmaticos, vesicula germinativa e
nucléolos intactos), foliculos em atresia inicial (estagio |: o6cito com mais de trés
vacuolos citoplasmaticos e inicio de descondensac¢do da cromatina), foliculos em
atresia moderada (estagio Il: o6cito com nucléolo e citoplasma em fragmentacéao e
alta condensacdo da cromatina) ou foliculos com atresia acentuada (estagio Il
oocito completamente fragmentado ou ausente; BUTLER, 1970; WANDJI et al.,
1996).

2.3.1.1 Foliculos primordiais

Na espécie bovina, ao redor de 130 dias de gestagdo, uma camada
de células somaticas planas ou achatadas, conhecidas como células da pre-
granulosa, circundam o odcito primario ou imaturo (em préfase 1), formando o
primeiro e mais primitivo dos estadios foliculares, o foliculo primordial. Apds sua
formagao, as células da pré-granulosa param de se multiplicar e o foliculo primordial
entra no periodo de dorméncia ou quiescéncia. A proliferacdo celular é retomada
somente quando o foliculo primordial (quiescente) comega a crescer, meses ou anos
apos a sua formagao (HIRSHFIELD, 1991). Os foliculos primordiais possuem 30-40
pMm de didmetro. O odcito possui 20-25 um de didmetro (BECKERS et al., 1996) e o
nucleo do odécito ocupa posigao central com nucléolo evidente. As organelas estao
uniformemente distribuidas no citoplasma ou bem proximas ao nucleo. A mitocéndria
€ a organela mais evidente e & predominantemente arredondada. O reticulo
endoplasmatico liso e o Complexo de Golgi sdo pouco desenvolvidos e varias
vesiculas estdo espalhadas pelo citoplasma (LUCCI et al., 2001). A grande maioria
dos odcitos no ovario € armazenada nos foliculos primordiais. Os mecanismos
envolvidos no recrutamento e na ativacao desses foliculos ainda ndo sao bem
estabelecidos. Presume-se que em 100 dias o foliculo primordial bovino atinja o

estagio pré-ovulatério (BRITT, 1991).
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2.3.1.2 Foliculos primarios

Uma vez recrutado, o foliculo primordial evolui para foliculo primario,
cujas células granulosas apresentam formato cuboide (HULSHOF et al., 1994),
presentes em maior quantidade e mais volumosas (VAN DER HURK et al., 1997).
Em bovinos, o foliculo e o odcito nele contido medem, respectivamente, 40-60 um e
30-40 ym de diametro (BECKERS et al., 1996). Nessa fase, ha o surgimento da
zona peldcida, estrutura ao redor do oécito mantida por todo o desenvolvimento
folicular (FIGUEIREDO et al., 2002).

Assim como nos foliculos primordiais, o citoplasma dos odcitos dos
foliculos primarios também contém numerosas mitocéndrias arredondadas. Com o

desenvolvimento do foliculo, a mitocéndria torna-se alongada (LUCCI et al., 2001).

2.3.1.3 Foliculos secundarios

Com o aumento do odcito, a caracterizacdo da zona pelucida, as
primeiras células da teca (VAN DER HURK et al.,, 1997) e pelo menos duas
camadas da granulosa, o foliculo secundario encontra-se constituido (HULSHOF et
al.,, 1994). O foliculo secundario atinge 60-200 pym de diédmetro em vacas
(FIGUEIREDO et al., 2002).

No foliculo secundario, o nucleo do odcito passa de uma posicao
central no oolema dos foliculos primordiais para uma regido excéntrica, situando-se
na regido entre a zona pelucida e o centro do odcito. As organelas também se
movem e ficam mais préximas a periferia (HYTTEL et al., 1997). O reticulo
endoplasmatico liso aumenta de tamanho e a grande maioria das mitocéndrias séo
alongadas (LUCCI et al., 2001). Nos foliculos secundarios e estagios subsequentes,
a comunicagdo entre as células da granulosa e o odcito é feita por jungdes
intercomunicantes (GAP junctions; HYTTEL et al., 1997).

2.3.2 Caracterizacao Estrutural e Ultraestrutural dos Foliculos Antrais

A categoria de foliculos antrais compreende os foliculos terciarios e

os foliculos De Graaf ou também conhecidos como maduros ou pré-ovulatérios. Com

a intensa proliferacdo das células da granulosa, ha o surgimento do antro folicular,
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uma area preenchida por fluido folicular, caracteristica do foliculo antral
(FIGUEIREDO et al., 2002). O surgimento dos primeiros foliculos terciarios em
bovinos € observado aos 230 dias de gestagdo (ERICKSON, 1966; RUSSE, 1983).
Nesta espécie, a cavidade antral pode se desenvolver em foliculos cujos didmetros
variam de 0,14-0,28 mm (LUSSIER et al., 1987). Os foliculos crescem em tamanho e
o didmetro dos foliculos primordiais aumenta de 0,020-0,040 mm (bovinos) para
mais de 10 mm antes da ovulagdo (IRELAND, 1987). Sdo necessarios dois ciclos
estrais para um foliculo crescer do inicio da formagdo do antro (0,13 mm) ao
tamanho pré-ovulatério (LUSSIER et al., 1987).

Os foliculos terciarios sao constituidos de um odcito circundado pela
zona pelucida, varias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade
antral, uma membrana basal e duas camadas de células tecais (teca interna e teca
externa; GORDON, 1994). Caracterizam-se pela presenga de numerosas
microvilosidades dentro da zona pelucida, bem como de numerosas particulas
lipidicas e mitocdndrias arredondadas e alongadas. Um maior numero de complexos
de Golgi pode ser observado e os granulos corticais estao distribuidos no ooplasma,
podendo-se evidenciar ainda os microtubulos (FAIR et al., 1997). Os foliculos de De
Graaf representam o estagio terminal do desenvolvimento folicular. Neles
predominam mitocéndrias arredondadas, mas mitocondrias encapuzadas, que
caracterizam o completo crescimento do oécito em bovinos, também sao
encontradas. Reticulo endoplasmatico liso e rugoso sao observados em grande
quantidade. Podem ser identificados granulos da cortical e microtubulos no
ooplasma do odcito. O espago perivitelino é formado neste estagio de
desenvolvimento e ha um aumento no numero de vesiculas e de complexos de
Golgi. E também no final deste estagio que a funcdo do nucléolo é inativada, como
indica a marginalizagado dos centros fibrilares, sinalizando uma presumivel retragao
dos genes rRNA do nucléolo. Concomitantemente, a atividade transcricional do
o6cito é diminuida. Foi demonstrado, entretanto, que a transcricdo de mRNA nao é
completamente inativada com o crescimento total do odcito (HYTTEL et al., 1997).

A populacido de foliculos antrais é altamente variavel entre
individuos, entretanto, mantém alta repetibilidade individual (BURNS et al., 2005;
IRELAND et al., 2007, 2008). A variacdo na populagcdo de foliculos antrais entre
individuos durante as ondas de crescimento folicular estd associada com a

expressao de genes envolvidos na producao de estradiol pelas células da granulosa
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(CYP19A1), na regulacéo da atividade do FSH (horménio anti-Mdulleriano - AMH), na
diferenciagao e no funcionamento das células tecais (TBC1D1), na responsividade
ao estradiol (ESR1, ESR2) e com determinantes da qualidade do odcito nas células
do cumulus (CTSB, IRELAND et al., 2009). O AMH é uma glicoproteina de 140 kDa
que pertence a familia do fator transformador do crescimento (TGF-B), produzido
nas células da granulosa e que é expresso somente nas gdnadas (VIGIER et al.,
1984; CATE et al.; TAKAHASHI et al., 1986; LEE et al., 1996; MONNIAUX et al.,
2008). O AMH é um 6timo marcador endocrino para o numero de foliculos em
crescimento, ja que inibe o recrutamento de foliculos primordiais para o pool de
foliculos em crescimento, além de reduzir a responsividade dos foliculos em
crescimento ao FSH (DI CLEMENTE et al., 1996; DURLINGER et al., 1999, 2001,
2002). Atualmente, o AMH é o melhor marcador enddcrino da reserva ovariana em
humanos (VAN ROOIJj et al., 2002; GRUIJTERS et al., 2003; VISSER et al., 2005,
2006) e tem sido utilizado na reproducao assistida para predizer a resposta a
tratamentos estimulatorios em mulheres (MUTTUKRISHNA et al., 2004, 2005;
ELDAR-GEVA et al., 2005; PENARRUBIA et al., 2005; EBNER et al., 2006;
MCLLVEEN et al.; SMEENK et al., 2007; ELGINDY et al.; KWEE et al., 2008). A
contagem de foliculos antrais (CFA) também pode ser utilizada em tratamentos
superestimulatorios para prever baixa resposta ovariana em humanos (HENDRIKS
et al., 2005, 2007), com a mesma acuracia e valor clinico do AMH (BROER et al.,
2009).

2.3.3 Nutricao e sua Influéncia sobre a Populagao Folicular Ovariana

Uma vez que o conjunto de foliculos primordiais € estabelecido nos
bovinos durante o segundo trimestre de gestacdo, € provavel que o tamanho da
reserva folicular possa ser influenciada pelo ambiente uterino em que o feto é
formado. Um fator que pode ser relacionado com o numero de foliculos primordiais
formados € o estado nutricional da mae. Mossa et al. (2009) avaliaram vacas que
receberam alimentacdo de mantenca ou foram submetidas a restricdo alimentar
(60% das necessidades energéticas de manutengdo) nos primeiros 110 d de
gestacédo e, posteriormente, avaliaram os ovarios de suas bezerras com 7, 18 e 35
semanas de idade. A contagem de foliculos antrais das bezerras com diferentes

idades, cujas vacas foram submetidas a restricao alimentar foi em média 60% menor
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do que a das bezerras do grupo das vacas que receberam alimentagcdo de
mantenca. Estes dados indicam que a nutrigdo durante o inicio da gestagao tem
influéncia direta sobre o tamanho da reserva folicular ovariana.

Ha também evidéncias indicando que o comprometimento da saude
materna durante a gestagcao bovina também pode afetar negativamente o tamanho
da reserva folicular. Vacas com contagem elevada de células somaticas no leite, o
que é indicativo de infecgdo da glandula mamaria, deram origem a bezerras que
apresentaram menor concentracdo de AMH em comparacio a bezerras nascidas de
vacas com baixa contagem de células somaticas (IRELAND et al., 2011; EVANS et
al., 2012). O nivel de AMH sérico de fémeas bovinas tem sido correlacionado com a
contagem de foliculos antrais e com o tamanho da reserva folicular ovariana bovina
(IRELAND et al., 2011). Estes resultados indicam que os fatores como a nutrigdo e
saude materna durante a gestacdo podem afetar o numero de foliculos formados

durante a vida fetal.

24 CicLo EsTRAL

Os bovinos domésticos (Bos indicus e Bos taurus) sdo considerados
animais poliéstricos anuais e exibem o comportamento estral aproximadamente a
cada 21 dias (ROCHE, 1996).

O ciclo estral representa um padréao ciclico de atividade ovariana que
permite as fémeas em periodo reprodutivo mudarem de uma condicdo de nao
receptividade a receptividade, acasalamento e posterior progresso gestacional
(FORDE et al., 2011). Primariamente, o ciclo estral surge durante a puberdade, em
novilhas taurinas ao redor de seis a 12 meses de idade ou quando a fémea atinge
40 a 50% do peso corporal adulto (YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007) e em
novilhas zebuinas ao redor de 15 a 18 meses de idade ou quando atinge de 60 a
70% do peso corporal adulto (NOGUEIRA, 2006).

Durante o ciclo estral, ha duas ou trés ondas de crescimento folicular
ovariana (GINTHER et al., 1989). Cada onda consiste em um periodo de emergéncia
de um grupo de foliculos, selecdo de um foliculo dominante (FD) e atresia ou
ovulagdo do FD (FORDE et al., 2011). Estas ondas de crescimento folicular,

inicialmente estabelecida durante o periodo pré-puberal, ocorrem durante todo o
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ciclo estral com a maturacdo e a ovulagdo apenas do FD (YOUNGQUIST;
THRELFALL, 2007).

Em bovinos o ciclo estral possui uma duragdo normal de 18 a 24
dias, sendo constituido por duas fases: a fase lutea ou progesterdnica com duragéo
de 14 a 18 dias e a fase folicular ou estrogénica com duragao de quatro a seis dias.
A fase lutea, também denominada de fases de metaestro e diestro, compreende o
periodo seguinte a ovulagao, ou seja, periodo em que o corpo luteo (CL) é formado.
A fase folicular, também designada de fases de pré-estro e estro, compreende o
periodo apds o desaparecimento do CL (lutedlise) até o momento da ovulagéo. E
nesta fase que ocorre a maturagao final e a ovulagdo do foliculo pré-ovulatério,

promovendo a liberagdo do odcito no oviduto para fertilizagcdo (FORDE et al., 2011).

2.4.1 Regulagédo Enddcrina do Ciclo Estral Bovino

Nos bovinos, as fungdes ovarianas como recrutamento e
crescimento folicular, ovulagado, luteinizacdo e Ilutedlise sdo reguladas pelos
horménios hipotalamicos (Horménio liberador de gonadotrofinas - GnRH),
hipofisarios (FSH e LH), ovarianos (P4, Estradiol - E; e Inibinas) e uterinos
(Prostaglandina - PGFy,). Estes horménios funcionam por meio de um sistema de
feedback positivo e negativo para controlar o ciclo estral (ROCHE, 1996; CROWE,
2008; FORDE et al., 2011).

No controle do ciclo estral, o papel do GnRH esta fundamentado em
acdes sobre a hipdfise anterior ou adeno-hipéfise, promovendo a liberagdo de
gonadotrofinas produzidas na hipofise posterior ou neuro-hipofise (FORDE et al.,
2011). Ap6s o transporte do GnRH no sistema porta hipotaldmico hipofisario, o
GnRH se liga aos receptores de superficie celular e sinaliza a liberagado de FSH e LH
(YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). O FSH é armazenado em granulos secretores
localizados no citoplasma por curtos periodos de tempo, enquanto o LH é
armazenado por periodos mais longos durante o ciclo estral (FARNWORTH, 1995).

Durante a fase folicular do ciclo estral o CL sofre regresséo,
resultando em concentragdes basais de P,. Concomitante a reducdo das
concentragdes plasmaticas de P4, ha um aumento nas concentragbes de E; devido

ao rapido desenvolvimento do FD, isso induz um aumento na liberacdo de GnRH e
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permite a exibicado de comportamento do estro, durante o qual, vacas / novilhas sao
sexualmente receptivas a monta (FORDE et al., 2011).

A ovulacio do FD ocorre somente quando as concentragdes séricas
de P4 sdo basais e as frequéncias de pulsos de LH ocorrem a cada 40 a 70 minutos
por dois a trés dias. Cerca de 10 a 14 horas apds o estro acontece a ovulacéo,
posteriormente, inicia a fase de metaestro com duragao de trés a quatro dias. Esta
fase é caracterizada pela formagdo do CL a partir do corpo hemorragico, que é
resultante do rompimento do foliculo pré-ovulatério (ROCHE, 1996).

Apods a ovulagao, as células da granulosa e da teca interna sofrem
luteinizacdo e formam o CL, responsavel pela produgdo de P, necessaria para
manter a gestacdo ou o diestro. Na fase de diestro, as concentracbes de P4
permanecem elevadas e os foliculos recrutados continuam o desenvolvimento
devido a liberacdo do FSH pela hipdfise anterior. Entretanto, os foliculos que
crescem durante esta fase tem a ovulagdo bloqueada pelos altos niveis de P4 que
por meio de feedback negativo, ndo permitem frequéncias e/ou amplitudes
adequadas nos pulsos de LH, bloqueando a ovulacdo e induzindo atresia do FD
(CROWE, 2008). Durante a fase de pro-estro, o CL sofre regressdo em resposta a
secrecao de PGFyq uterina, as concentragcdes de P4 diminuem drasticamente néo

ativando o feedback negativo e permitindo a ovulagéo (FORDE et al., 2011).

2.4.2 Dinamica Folicular Ovariana

A dindmica folicular representa um dos aspectos mais importantes
da fisiologia ovariana, sendo amplamente estudada nas diversas ragas taurinas ou
zebuinas (FIGUEIREDO et al., 1997; MACKEY et al., 2000; COUTINHO et al., 2007;
CUERVO-ARANGO et al., 2011).

Tanto o FSH quanto o LH possuem papel fundamental no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, uma vez que o crescimento folicular esta
envolvido com os mecanismos de feedback positivo e negativo do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal, E; e inibinas. O crescimento, o desenvolvimento e a maturagao
dos foliculos ovarianos sdo processos fundamentais para alta eficiéncia reprodutiva
em animais de producdo. Durante a vida fetal € estabelecido um numero fixo de

foliculos primordiais. Com o desenvolvimento fetal, os foliculos ovarianos iniciam um



31

periodo de desenvolvimento de trés a quatro meses caracterizado por estagios
independente e dependente de gonadotrofina (WEBB et al., 2004).

A emergéncia de uma onda de crescimento folicular é caracterizada
pelo recrutamento de um grupo de foliculos que coincide com aumento transitério
nas concentragdes de FSH (SUNDERLAND et al.,, 1994). Neste periodo, o
desenvolvimento folicular € marcado pela presencga de receptores de FSH localizado
nas células da camada granulosa dos foliculos por um periodo de trés dias,
permitindo que o FSH execute a sinalizacido, o crescimento e a proliferacdo celular
(GINTHER et al., 2002).

No processo de selecao folicular, o numero de foliculos recrutados é
reduzido para quota ovulatéria da espécie, geralmente um na bovina
(SUNDERLAND et al., 1994). Nesta fase ha um aumento transitério nas
concentracdées de FSH, induzindo o aumento na atividade da enzima aromatase,
presente nas células da camada granulosa, que converte andrégeno em estrégeno
(HILLIER, 1994).

A medida que o FD emerge do grupo de foliculos recrutados, o
didmetro folicular aumenta e este é reconhecido como o maior foliculo saudavel do
grupo. A divergéncia ou dominancia folicular é estabelecida quando o maior foliculo
possui um didmetro médio de 8,5 mm em animais Bos taurus (GINTHER et al.,
1999) e 5,7 mm para novilhas e 6,1 mm para vacas Bos indicus (Nelore);
(SARTORELLI et al., 2005). Numa taxa de crescimento folicular de 0,92 mm/dia
(FIGUEIREDO et al., 1997) o FD alarga seu didametro e promove um aumento nas
concentracdes de E2 e inibina no fluido folicular, suprimindo as concentragdes de
FSH na hipéfise anterior por feedback negativo e reduzindo os niveis de FSH a
concentragdes basais (SUNDERLAND et al., 1994).

O FD selecionado torna-se cada vez mais sensivel ao LH e continua
o crescimento frente a concentragdes decrescentes de FSH. Independente da fase
do ciclo estral, o alternar da dependéncia de FSH para dependéncia de LH,
acontece pela presenca de receptores de LH localizados nas células da teca e da
granulosa dos foliculos saudaveis em diferentes estagios de desenvolvimento. A
medida que o foliculo cresce os receptores de LH da teca e da granulosa aumentam
e o foliculo torna-se dominante. Além disso, evidéncias sugerem aumentos

transitérios de LH na circulagao, proximo do tempo de sele¢ao do foliculo, permitindo
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que o FD continue produzindo E; e crescendo, mesmo em um ambiente com menor
concentracao de FSH (CROWE, 2008; FORDE et al., 2011).

O destino do FD é dependente das frequéncias e amplitudes de
pulso do LH (CROWE, 2008). Durante a fase lutea inicial, a pulsatilidade do LH é de
amplitude menor e de frequéncia maior (20 a 30 pulsos/24 horas), no meio da fase
lutea os pulsos do LH passam a ser de amplitude maior e de frequéncia menor (seis
a oito pulsos/24 horas). Esta amplitude e frequéncia ainda s&o insuficientes para
promover a maturacao final do FD e a ovulacéo. Portanto, o FD selecionado durante
a fase lutea do ciclo estral sofre atresia, e a producdo de E; e inibina diminui,
removendo o bloqueio de feedback negativo sobre a secrecdo de FSH no
hipotalamo/hipéfise. Com aumento da secregdo de FSH, emerge uma nova onda
folicular (FORDE et al., 2011).

A producao de E, em elevadas concentracbes € uma caracteristica
essencial do FD, uma vez que antes mesmo das diferencas visiveis no diametro
folicular, o suposto FD tem maiores concentragdes de E; no fluido folicular quando
comparado aos outros foliculos da onda (SUNDERLAND et al., 1994). A sintese de
E, é dependente da produgcdo de andréogenos nas células da teca e da
transformacao de andrégeno em E; nas células da granulosa. A producao de E; a
partir de foliculos em crescimento depende da frequéncia de pulso de LH. A ligagao
do LH aos seus receptores nas células da teca impulsiona a conversao de colesterol
em testosterona por meio de uma série de reagdes cataliticas. Uma vez produzida, a
testosterona difunde-se das células da teca para as células da granulosa, onde é
convertida em E; pela enzima aromatase (HILLIER, 1994).

O E; tem um efeito local sobre o desenvolvimento folicular e um
papel sistémico no mecanismo de feedback positivo no hipotalamo e hipdfise.
Durante a fase folicular do ciclo estral, quando as concentragdes de P4 sao altas, o
E, produzido pelo FD pré-ovulatério induz aumento de GnRH a partir do hipotalamo,
promovendo aumento na amplitude e na frequéncia dos pulsos de LH, suficiente
para estimular a maturagao final e ovulacédo do FD (SUNDERLAND et al., 1994;
CROWE, 2008). Tanto em novilhas, quanto em vacas Bos indicus o didametro
maximo do foliculo pré-ovulatorio é de 10 a 12 mm (FIGUEIREDO et al., 1997) e em
Bos taurus é de 14 a 20 mm (GINTHER et al., 1989).

Fatores intraovarianos também desempenham um papel importante

na regulagcao do ciclo estral, seja de forma indireta através da alteracdo na sintese
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de E,, ou de forma direta através do mecanismo de feedback negativo, controlam o
hipotalamo e a hipdéfise (FORDE et al., 2011). Embora a aquisicao de receptores de
LH pelas células da camada da granulosa seja considerada o principal mecanismo
que favorece o processo de sele¢cdo do foliculo (LUCY, 2007) outros mecanismos
como, a biodisponibilidade do fator de crescimento insulinico (IGF); (RIVERA;
FORTUNE, 2003) e a presenga de outros fatores de crescimento (KNIGHT;
GLISTER, 2006) também favorecem o crescimento, a proliferagcdo e a capacidade
esteroidogénica do FD (CANTY et al., 2006).

2.4.3 Funcéao do Corpo Luteo Durante o Ciclo Estral

Apos a ovulagdo, as células da teca e da camada granulosa do
foliculo ovulatério sofrem luteinizagdo por acdo do LH e formam o CL
(YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). A fungdo do CL é produzir concentragbes
suficientes de P4 durante toda a fase lutea do ciclo estral, seja para impedir o
comportamento do estro ou para manter a gestacado se o concepto estiver presente
(LAMB et al., 2010).

Em fémeas da raga Nelore o diametro maximo do CL é de 15 a 18
mm, sendo maior em novilhas que em vacas (FIGUEIREDO et al., 1997). Os niveis
de P4 aumentam rapidamente entre o 3° e o 12° dia do ciclo estral, permanecendo
relativamente constante até a regresséao fisiolégica do CL, no 16° dia para o ciclo
com duas ondas de crescimento folicular e no 19° dia para o ciclo com trés ondas de
crescimento folicular, resultando em uma menor e maior duragdo do ciclo estral,
respectivamente (ADAMS; JAISWAL, 2008).

Em bovinos o reconhecimento materno da gestagcéo ocorre entre o
15° e 0 17° dia do ciclo estral, devido a presenca do interferon-tau (INFT) produzido
pelo trofoblasto do concepto em desenvolvimento (LAMB et al., 2010). Se o INFT ndo
for detectado em quantidade suficiente, a lutedlise ocorre. A lise do CL é
desencadeada pela ligagdo de ocitocina aos seus receptores localizados no utero
que induz a secrecdo de PGF,y, no endométrio uterino. Tal regressdo acontece
através do mecanismo luteolitico de contracorrente entre a veia uterina e a artéria
ovariana que permite a transferéncia da PGF,, da veia para a artéria (FORDE et al.,

2011). Isto reduz as concentragdes circulantes de P4, aumenta as concentragdes de
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E,, estimula a liberagdo de GnRH no hipotalamo e faz o animal entrar na fase
folicular do ciclo estral (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

25 CONTROLE DA DINAMICA FOLICULAR OVARIANA EM PROGRAMAS DE IATF

Com o conhecimento da fisiologia do ciclo estral dos bovinos,
tornou-se possivel o controle das fases de desenvolvimento folicular (recrutamento,
selecdo e ovulagao), gracas a utilizacdo de estratégias farmacoldgicas especificas.
O controle farmacolégico do ciclo estral facilita ndo sé o manejo reprodutivo, como
também permite a aplicagao das biotecnologias da reprodug¢ao nos rebanhos de leite
e de corte, proporcionado uma producido mais eficiente.

Os primeiros protocolos de sincronizacdo do estro focavam na
regressao do CL com uma aplicagao de PGF,, e na detecgéo do estro, ou envolvia o
uso de P4 exdgena que impedia a ocorréncia do estro. Posteriormente, foram
desenvolvidos protocolos que combinavam a utilizagdo de P, exdgena com a
aplicacao de PGF,,. Finalmente, hormdnios liberadores de gonadotrofinas passaram
a ser empregado nos protocolos para controlar a onda de crescimento folicular,
sincronizar a ovulagao ou luteinizar foliculos dominantes (LAMB et al., 2010).

O emprego de hormoénios liberadores de gonadotrofinas nos
protocolos de sincronizagdo do ciclo estral deu origem aos protocolos de IATF.
Nestes protocolos, além do ciclo estral, a ovulacdo também passou a ser
sincronizada permitindo a inseminagdo de um grande numero de fémeas em um
momento pré-estabelecido sem a necessidade de observagéo do estro.

Sao conhecidas trés condicbes fundamentais para o controle da
dinamica folicular e luteinica em programas de IATF de bovinos: a sincronizagéo da
emergéncia de uma onda de crescimento folicular, através de agentes indutores da
ovulagdo ou da atresia folicular; o controle na duracdo da fase progesterdnica,
através de agentes luteoliticos ou fontes exdégena de Py4; e a indugao sincronizada da
ovulagado do FD (BARUSELLI et al., 2010).

2.5.1 Sincronizagao da Emergéncia da Onda de Crescimento Folicular

A emergéncia da onda de crescimento folicular pode ser

sincronizada por ablagdo mecanica do FD, por indugao da ovulagao ou por indugao



35

de atresia folicular (BARUSELLI et al., 2010).Embora este método seja eficiente, sua
aplicagao € muito trabalhosa e acaba inviabilizando o emprego em larga escala.

A ovulagéo pode ser induzida diretamente com a aplicagéo de LH ou
hCG que se ligam aos receptores de LH no FD, ou indiretamente pela aplicagao de
GnRH que promove secrec¢ao pulsatii do LH (BARUSELLI et al., 2010). Apds a
ovulacdo, ha uma queda na secrecao de E; e inibina e desbloqueio da secregao de
FSH. Com a descarga de FSH, tem-se emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular dentro de 24 a 48 horas (GINTHER et al., 1996).

O uso de E; em associagdo com a P4 enddgena (produzida pelo CL)
ou exogena (dispositivos/implantes) diminui os niveis circulantes de FSH e LH e
promove a regressdo dos foliculos ovarianos dependentes de gonadotrofinas. A
medida que o E, vai sendo metabolizado ocorre elevacdo dos niveis de FSH com
subsequente emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular (BARUSELLI et
al., 2010).

A associagdo de valerato de estradiol (VE); (BO et al., 1995) ou de
cipionato de estradiol (CE); (COLAZO et al., 2003) com P4 causam a regressao dos
foliculos antrais presentes no ovario. Entretanto, devido a meia vida longa e a baixa
solubilidade destes ésteres, ha uma dispersao no dia da emergéncia da onda de
crescimento folicular (SA FILHO et al., 2011). O benzoato de estradiol (BE); (SA
FILHO et al., 2004) e o 17B-estradiol (BO et al., 1994) possuem uma meia vida mais
curta, logo uma onda sincrénica de crescimento folicular é induzida entre trés e
quatro dias apoés o tratamento (BARUSELLI et al., 2010). A administragdo de 2 mg
de BE por via intramuscular (IM) em associagdo com uma fonte P4 € uma das formas
mais utilizadas para induzir o aparecimento de uma nova onda de crescimento

folicular em programas de IATF.

2.6 ATRESIA FOLICULAR

Como mencionado anteriormente, aproximadamente 99,9% dos
foliculos pré-antrais presentes nos ovarios ndo chegam até a ovulagao, sofrendo
processo degenerativo ou apoptotico conhecido por atresia. A atresia folicular ndo é
igualmente prevalente em todos os estadios de desenvolvimento folicular
(FORTUNE,1994). A atresia é um processo fisiolégico, de duragdo desconhecida,

que parece ser um dos elementos que controla o numero de foliculos selecionados
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até chegar a ovulacao. A duragao precisa, bem como o estadio no qual os foliculos
ovarianos sao mais susceptiveis de sofrer atresia, ndao sao conhecidos
(HENDERSON et al., 1987). O processo de atresia usualmente difere entre foliculos
pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) e antrais. Em foliculos pré-antrais,
as primeiras alteragdes indicativas de atresia ocorrem no oécito, como por exemplo,
retracdo da cromatina nuclear e fragmentagdo oocitaria, o que desencadeia o
processo de eliminacdo irreversivel dos foliculos ovarianos nesta fase de
desenvolvimento (MORITA; TILLY, 1999). Em foliculos pré-antrais, alteragbes nas
células da granulosa sdo raramente observadas (JORIO et al., 1991). E importante
ressaltar que apdés a formacdo da cavidade antral, ocorre uma alteracdo na
sensibilidade do odcito e das células da granulosa. A partir deste estagio, o odcito
torna-se altamente resistente e as primeiras alteragcdes indicativas de atresia sao
observadas nas células da granulosa. O aparecimento de células da granulosa com
nucleos picnoticos, onde se observa condensagao da cromatina e retragao nuclear,
podem ser considerados como os primeiros sinais morfolégicos de atresia, que sao
observados predominantemente em células da granulosa em proximidade da
cavidade antral. Posteriormente, fragmentos de nucleos picnéticos ou corpos
apoptéticos sdo observados na cavidade antral (HUGHES; GOROSPE, 1991; TILLY,
1996). Com a progressao da atresia, observa-se redugdo no numero de camadas
das células da granulosa e invasao do foliculo por fibroblastos e macréfagos. Apos
estas drasticas mudangas na camada granulosa o odécito, frequentemente, sofre
pseudomaturacao, fragmenta-se e, finalmente, é eliminado durante os estagios finais
de atresia (BYSKOV, 1974). Apesar de ser um fenbmeno natural, a atresia reduz de
maneira significativa o numero de odcitos potencialmente ovulaveis, diminuindo,
consequentemente, a producao de odcitos viaveis durante a vida reprodutiva de um
animal (FIGUEIREDO et al., 2002).

2.7 Fi1SIoLOGIA REPRODUTIVA DE FEMEAS ZEBUINAS E TAURINAS

Existem diferengas na fisiologia reprodutiva entre Bos taurus indicus
(Bos indicus) e Bos taurus taurus (Bos taurus) que devem ser consideradas, pois
implicam em diferentes técnicas de manejo e respostas a tratamentos hormonais. O
conhecimento dessas particularidades é fundamental para aumentar a eficiéncia

reprodutiva dos rebanhos (BARUSELLI et al., 2007). Com relacdo ao estro
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comportamental, existem diferencas observadas entre ragcas (RAE et al., 1999), e
embora ainda nao completamente elucidadas, entre grupos genéticos (zebuinos e
taurinos). Fémeas Bos indicus geralmente apresentam estro de duragdo mais curta
(aproximadamente 10 horas), o que dificulta sua detecgdo (BO et al., 2003). Além
disso, mais de 50% dos animais desse grupo genético iniciam a manifestagdo de
estro no periodo noturno (entre 18:00 e 6:00 horas; PINHEIRO et al., 1998;
MEMBRIVE, 2000), sendo que cerca de 30% iniciam e encerram o estro durante a
noite (Pinheiro et al., 1998), dificultando o manejo e a eficacia da detecgéo de estro.
Em condigbes brasileiras de manejo, a avaliagao do comportamento reprodutivo de
vacas de corte com auxilio de radiotelemetria (Heat-Watch) mostrou que a duracgao
do estro em Bos indicus € menor do que em Bos taurus (12,9 + 2,9 horas em Nelore
vs. 16,3+4,8 horas em Angus; MIZUTA, 2003). Apesar disso, o intervalo entre o estro
e a ovulagao nao apresentou diferengas entre estas duas ragas (Nelore, 27,1+3,3
horas vs. Angus, 26,1+ 6,3 horas).

Considerando o numero de ondas de crescimento folicular por ciclo
estral, animais da raga Holandesa apresentam predominancia de duas e trés ondas
de crescimento folicular por ciclo estral (SAVIO et al.,, 1988; SIROIS; FORTUNE,
1988; GINTHER et al., 1989; WOLFENSON et al., 2004). Entretanto, em zebuinos
existem relatos que descrevem maior incidéncia de 3 ondas, sendo notificada a
presenga de até 4 ondas de crescimento folicular por ciclo estral (Brahman —
RHODES et al., 1995; Nelore — FIGUEIREDO et al., 1997; Gir — VIANA et al., 2000).
Além da diferenga no numero de ondas, existem trabalhos que descrevem que
fémeas Bos indicus recrutam maior numero de foliculos por onda de crescimento
folicular que fémeas Bos taurus (33,4 + 3,2 vs 25,4 + 2,5; CARVALHO et al., 2008).
Essa caracteristica tem influéncia direta na eficiéncia da técnica de transferéncia de
embrides e de OPU-PIV, indicando vantagem de fémeas zebuinas sobre taurinas.
Utilizando-se o método de lavagem uterina, a média de embrides obtidos & similar
entre esses grupos genéticos (CASTRO-NETO et al., 2005). No entanto, a média de
odocitos recuperados por aspiragao folicular € maior para fémeas zebuinas (média de
18 a 25 odcitos; WATANABE et al., 1999; THIBIER, 2004; RUBIN et al., 2004) do
que para taurinas (média de 4 e 14 odcitos por sessdo de aspiragao folicular;
MACHADO et al., 2003; RUBIN et al., 2005; MARTINS JR et al., 2007). Existem
relatos de que o numero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular

apresenta diferencas entre individuos, e essa caracteristica possui alta repetibilidade
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durante a vida reprodutiva da fémea (BONI et al., 1997; BURNS et al., 2005;
IRELAND et al., 2009). Alguns autores levantaram a hipétese de que a possibilidade
de um maior numero de foliculos presentes no ovario de Bos indicus poderia ser
devido a elevada concentracao de IGF-lI, mesmo na presenca de baixos niveis de
FSH (BO et al., 2003). Essa diferenca nas concentracdes de FSH e de IGF-I pode
explicar a maior sensibilidade ao tratamento superovulatério em doadoras Bos
indicus (BARROS; NOGUEIRA, 2001). Existem relatos que confirmam que é
possivel reduzir consideravelmente a dose de FSH para superovular fémeas Nelore
(BARUSELLI et al., 2003), empregando doses inferiores as usualmente utilizadas
para Bos taurus. Ha diferengcas moderadas entre o tamanho do trato reprodutivo € a
divergéncia folicular entre Bos taurus e Bos indicus (ADAYEMO; HAETH, 1980;
SARTORELLI et al.,, 2005). Em bovinos da raga Holandesa (Bos taurus), a
divergéncia tem inicio por volta do dia 2,8 apds a emergéncia (GINTHER et al.,
1996) e, em novilhas da raca Nelore (Bos indicus), 2,5 a 2,7 dias apds a ovulagao
(GIMENES et al., 2005; SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2006). O
didmetro maximo alcangado pelo foliculo dominante em cada onda de crescimento
folicular também difere entre fémeas Bos taurus (17,1 e 16,5 mm para a primeira e
segunda onda; GINTHER et al.,, 1989) e Bos indicus (11,3 e 12,1 mm,
respectivamente; FIGUEIREDO et al.,, 1997). Para animais com trés ondas de
crescimento folicular, os didmetros maximos foram de 16,0; 12,9 e 13,9 mm para
Bos taurus (GINTHER et al.,, 1989) e 10,4; 9,4 e 11,6 mm para Bos indicus
(FIGUEIREDO et al., 1997). O didmetro do corpo luteo também parece ser menor
em Bos indicus (17 a 21 mm de didametro; Rhodes et al., 1995; Figueiredo et al.,
1997) do que em Bos taurus (20 a 30 mm de didametro; GINTHER et al., 1989;
KASTELIC et al., 1990). Da mesma maneira, ha relatos de que a concentragcédo de
progesterona produzida pelo CL também é inferior em zebuinos em relagdo aos
taurinos (SEGERSON et al., 1984).
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3 HIPOTESE

Vacas Nelore com alto numero de foliculos antrais apresentam
maiores taxas de concepg¢ao a IATF e producdo in vitro de embrides, quando
comparadas com vacas Nelore com intermediario e baixo numero de foliculos

antrais.



58

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a taxa de concepcao e a producao in vitro de embrides de
fémeas Nelore com alto, intermediario e baixo numero de foliculos antrais presentes

nos ovarios.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a taxa de concepcao a IATF entre fémeas bovinas da
raca Nelore (Bos indicus) com alta, intermediaria e baixa contagem de foliculos
presentes nos ovarios;

e Comparar a producao in vitro de embrides entre fémeas bovinas

da raca Nelore (Bos indicus) com alta, intermediaria e baixa produgao de odcitos.
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S ARTIGOS PARA PUBLICACAO

ARTIGO 1 — EFEITO DO NUMERO DE FOLICULOS ANTRAIS SOBRE TRAXA DE CONCEPCAO DE
VACAS NELORE SUBMETIDAS A PROTOCOLO DE IATF

Gustavo Martins Gomes Dos Santos': Katia Cristina Silva-Santos': Thales Ricardo
Rigo Barreiros?; Wanessa Blaschi?, Fabio Morotti'; Fabio Lucas Zito de Moraes’;

Marcelo Marcondes Seneda’

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da populagao de foliculos
antrais sobre a taxa de concepcao de vacas Nelore com alta, intermediaria e baixa
contagem de foliculos antrais presentes nos ovarios. Vacas de corte Nelore (Bos
indicus, n = 701), multiparas, com 45115 dias de pos parto e com ECC de 3,0 £ 0,5
(escala 1-5) foram submetidas a protocolo de sincronizagdo da ovulagdo. Em dias
aleatdrios do ciclo estral (D0), as vacas receberam dispositivo intravaginal (CIDR®,
Zoetis, Brasil) e 2mg BE (Estrogin®, Farmavet, Brasil), IM. Na retirada do implante
(D8), receberam 0,51mg PGF2a (Ciosin®, Intervet-Schering Plough, Brasil), 300Ul
eCG (Novormon®, Syntex SA, Argentina) e Tmg CE (ECP®, Pfizer, Brasil), IM. As
vacas foram inseminadas em tempo fixo (IATF) 48h a 52h apds a retirada do
dispositivo de P4. Foliculos antrais 2 3 mm foram contados por ultrassonografia,
utilizando transdutor intravaginal microconvexo (D0), e as vacas foram divididas em
grupos de alta contagem de foliculos antrais (CFA; G-Alta, 225 foliculos, n = 149),
intermediaria CFA (G-Intermediario, 11-24 foliculos, n = 400) ou baixa CFA (G-Baixa,
<10 foliculos, n = 152). O numero de foliculos foi avaliado pelo teste de Kruskal-
Wallis e as taxas de concepg¢ao foram comparadas por Qui-quadrado (p < 0,05). O
numero meédio de foliculos antrais (média + DP) foi 17,93 + 8,45 e a taxa de
concepgao media 51,49% (361/701). A populagao folicular média foi 30,70 + 5,66 (G-
Alta), 17,03 £ 3,28 (G-Intermediario) e 7,83 £ 2,42 foliculos (G-Baixa, p<0,05). Nao
houve diferenga na taxa de concepgéo entre os grupos de alta e baixa CFA (51,67
versus 60,50%), porém, a taxa de concepg¢ao do grupo de baixa CFA foi maior
comparado ao grupo de intermediario CFA (60,50 versus 48,00%, p<0,05). Dessa
forma, conclui-se que vacas Nelore com baixa CFA apresentaram taxa de
concepcao a IATF superior comparado a vacas com intermediaria CFA.

Palavras-chave: Contagem de foliculos antrais. Taxa de concepgéao. IATF. Nelore.

' Laboratdrio de Biotecnologia da Reproduc¢ao Animal (ReproA), DCV-CCA-Universidade Estadual de
Londrina (UEL), Londrina, PR, 86051-990 Brasil.

2 Laboratorio de Reproducdo Animal, Universidade Estadual do Norte do Parana (Uenp),
Bandeirantes, PR, Brasil
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Introducéo

Nos ultimos anos, alguns estudos relataram alta variabilidade no
numero de foliculos pré-antrais e antrais entre bovinos (ERICKSON, 1966; BURNS
et al, 2005; SILVA-SANTOS et al, 2011; SILVA-SANTOS, 2013). No entanto, o
numero de foliculos antrais =2 3 mm de didmetro € altamente repetivel (0,85 a 0,95)
no mesmo individuo durante as ondas de crescimento folicular (BURNS et al, 2005;.
IRELAND et al, 2007; MOSSA et al., 2012; SILVA-SANTOS, 2013). Desta maneira,
com o auxilio da ultrassonografia, é possivel identificar fémeas com baixo,
intermediario ou alto numero de foliculos antrais durante as ondas de crescimento
folicular.

Estudos vém mostrando que vacas leiteiras com baixa contagem de
foliculos antrais (CFA) apresentam caracteristicas usualmente associadas com
infertilidade, tais como ovarios menores, redugdao da reserva folicular ovariana,
menor responsividade a superovulagdo e menor quantidade de embrides
transferiveis, menor quantidade de horménio anti-Mulleriano (AMH) e concentragéo
de progesterona durante o ciclo estral, menor espessura endometrial, maior
secrecdo de FSH e maior quantidade de marcadores de células do cumulus
indicativos de menor qualidade do odécito (SINGH et al., 2004; IRELAND et al., 2007,
EVANS et al., 2010; IRELAND et al., 2011; MOSSA et al., 2012). Estes resultados
fornecem evidéncias indiretas para uma associacao entre baixa fertilidade e baixa
CFA.

Apesar destas observacgoes, sdo escassos os trabalhos que relatam
a influéncia da CFA sobre a taxa de concepc¢ao a IATF de vacas de corte da raga
Nelore. O objetivo deste trabalho foi determinar se a taxa de concepgao a IATF de

vacas de corte da raga Nelore (Bos indicus) € influenciada pela CFA.

Material e Métodos

Animais

Vacas Nelore (Bos indicus, n = 701) multiparas, com idade média de

72 £ 12 meses, com 45115 dias de poés-parto e com ECC de 3,0 + 0,5 (escala 1-5;

LOWMAN et al.,, 1976), mantidas em pastagem de Brachiaria brizantha e mistura
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mineral ad libitum, foram submetidas a protocolo hormonal de sincronizagdo da

ovulacéo.

Protocolo hormonal

Em dia aleatdrio do ciclo estral (DO), as vacas receberam um
dispositivo intravaginal 1,9g (CIDR®, Zoetis, Brasil) e 2mg BE (Estrogin®, Farmavet,
Brasil), IM. Na retirada do implante (D8), receberam 500ug de cloprostenol sodico
(Ciosin®, Intervet-Schering Plough, Brasil), 300Ul eCG (Novormon®, Syntex SA,
Argentina) e 1mg CE (ECP®, Pfizer, Brasil), IM. As vacas foram inseminadas em
tempo fixo (IATF), 48-52 h apds a retirada do dispositivo de P4 (Figura 1). O

diagndstico de gestagao por ultrassonografia foi realizado 30 dias apds a IATF.

Figura 1 — Protocolo hormonal de sincronizagdo da ovulagao utilizado em vacas de
corte Nelore com alta CFA (G-Alta, = 25 foliculos), intermediaria CFA (G-
Intermediario, 11-24 foliculos) ou baixa CFA (G-Baixa, < 10 foliculos).

ECP +
PGFaq +
BE eCG
1 l IATF

| Dispositivo de P4 | 48 hs l

DO D8 D10

Contagem de foliculos antrais

No dia da colocagéo do dispositivo de progesterona (DO0), os ovarios
de cada animal foram avaliados com transdutor intravaginal microconvexo de 7,5
MHz (Aquila PRO, Pie medical, Maastricht, Holanda) e os foliculos antrais foram
contados, como descrito previamente (BURNS, et al, 2005, IRELAND et al, 2008,
SILVA-SANTOS, 2013). Cada ovario foi em sua totalidade avaliado pelo ultrassom
para identificar as posi¢gdes dos foliculos antrais = 3 mm. A contagem de foliculos
antrais (CFA - numero total de foliculos antrais =2 3 mm de didmetro) por par de
ovarios foi determinada para cada animal. Depois das avaliagdes ultrassonograficas,

as fémeas foram divididas em trés grupos, de acordo com o numero de foliculos
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antrais =2 3mm, conforme segue: fémeas com alta CFA (G-Alta, = 25 foliculos, n =
149), intermediaria CFA (G-Intermediario, 11-24 foliculos, n = 400) ou baixa CFA (G-
Baixa, < 10 foliculos, n = 152).

Analise estatistica

Os resultados sédo apresentados como médias + DP. A analise
estatistica foi realizada usando o software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007). O
numero de foliculos foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis e as taxas de
concepgao foram comparadas por Qui-quadrado. Para todas as analises, p < 0.05 foi

considerado estatisticamente significativo.

Resultados

O numero médio de foliculos antrais (média £+ DP) foi 17,9 + 8,5
(variagdo de 2 a 50 foliculos) e a taxa de concepgédo média foi 51,5% (361/701). A
frequéncia de distribuicdo das vacas conforme a populacdo folicular pode ser
observada na Figura 2.

Figura 2 — Frequéncia de distribuicdo de vacas de corte Nelore com diferentes
populagdes foliculares e submetidas a protocolo hormonal de
sincronizacao da ovulacgao.
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Tabela 1 —Populagao folicular média (x DP) e taxa de concepgao a IATF de vacas
de corte Nelore com alta CFA (G-Alta, = 25 foliculos), intermediaria CFA
(G-Intermediario, 11-24 foliculos) ou baixa CFA (G-Baixa, < 10 foliculos).

Taxa de
" CFA Concepcéo (%)
G- Baixa 152 7,8+24° 60,5 (92/152)?
G- Intermediario 400 17,0 + 3,3° 48,0 (192/400)°
G- Alta 149 30,7 £5,7° 51,7 (77/149)%
Total 701 17,9+ 85 51,5% (361/701)

Valores na mesma coluna diferem a 5% de probabilidade

Discussao

Estudos anteriores mostram que bovinos leiteiros com relativamente
baixa CFA (<15 foliculos) possuem diversas caracteristicas fenotipicas geralmente
associadas com redugao de fertilidade (IRELAND et al., 2011; MOSSA et al., 2012).
Neste trabalho, diferentemente do que ja foi relatado para vacas de leite, nao
observamos influéncia positiva da CFA sobre a taxa de concepcao a IATF de vacas
de corte Nelore.

Nos ultimos anos, foi relatado que vacas de leite com baixa CFA
apresentam secrecdo aumentada de FSH, diminui¢cdo da produgao de progesterona
(EVANS et al, 2010, IRELAND et al.,, 2011), ovarios menores (IRELAND et al.,
2008), reduzida espessura endometrial (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009) e reduzida
resposta superovulatéria (SINGH et al, 2004; IRELAND et al.,, 2007; SILVA-
SANTOS, 2013) em comparagdo a bovinos da mesma idade com alta CFA. Em
nosso estudo, ndo observamos diferenga entre a taxa de concepc¢ao a IATF de
vacas com baixa e alta CFA (60,5% vs 51,7%; p=0,08). Entretanto, observamos taxa
de concepcéao superior para vacas com baixa CFA comparado as de intermediaria
CFA (60,5% vs 48,0%; p<0,05). Esta menor taxa de concepgao para as vacas do
grupo com intermediaria CFA deve ser considerada, visto que as vacas deste grupo
representaram mais de 50% da populagdo experimental (Figura 2). Outros autores
também ja relataram que a populagdo que apresenta intermediaria CFA representa
mais que 50% das vacas (MOSSA et al., 2012).

Trabalho recente demonstrou ndo existir influéncia da CFA sobre a
taxa de concepgédo a IATF (29,27 vs 29,33 vs 29,34; P>0.05) para vacas de alta
(CFA 253), intermediaria (CFA entre 34 e 53) e baixa CFA (CFA <34),

respectivamente (RODRIGUES, 2013). Vale ressaltar que estes autores adotaram
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pontos de corte, para as divisbes dos grupos, bem superiores aos utilizados em
nosso trabalho. Além disso, a taxa de concepgao relatada (~29%) foi inferior a média
nacional (~ 50%), observada na maior parte dos trabalhos (BARUSELLI et al., 2012;
SALES et al., 2012; SA FILHO et al., 2013).

Recentemente, foi demonstrado que vacas Holstein-Friesian, bos
taurus, com aptidao leiteira apresentaram menores taxas de concepgao ao primeiro
servigo (32% vs 38% - IA convencional), menor taxa de prenhez ao final da estagéo
de monta (84% vs 94%) e maior intervalo parto-concepgéo (114 vs 100 dias) para
vacas de baixa CFA (<15 foliculos) comparado a vacas com alta CFA (> 25
foliculos; MOSSA et al., 2012), respectivamente. Martinez et al. (2013), trabalhando
com vacas taurinas da raga Holandesa e Jersey, relataram que vacas com baixa
CFA (< 20 foliculos) apresentaram menor taxa de concepgao a primeira IA (45,2 vs
66,5%; p<0,02) e menor taxa de parigdo ( 64 vs 79,9%; p<0,02), comparadas a
vacas de alta CFA (> 30 foliculos). Vale ressaltar que estes trabalhos foram
realizados com |A convencional/ observagao de cio, diferente do nosso trabalho
onde as vacas foram submetidas a protocolo hormonal para a sincronizacdo da
ovulacao/ IATF.

Nosso trabalho apresenta novos dados de correlagcdo de CFA com
fertilidade, porém, pela primeira vez para vacas de corte Nelore (Bos indicus)
submetidas a protocolo de IATF. Ja os trabalhos anteriores utilizaram vacas com
aptidao leitera, Holstein-Friesian e/ou Jersey (Bos taurus). Diferencas marcantes
vém sendo relatadas entre estas duas subespécies. Fémeas indicus apresentam
estro de duragdo mais curta (MIZUTA, 2003) e geralmente no periodo noturno
(PINHEIRO et al., 1998). Em relagdo ao numero de ondas foliculares, fémeas da
raca Holandesa apresentam predominancia de duas ou trés ondas de crescimento
folicular por ciclo estral (GINTHER et al., 1989; WOLFENSON et al., 2004), enquanto
em fémeas indicus ha maior incidéncia de trés ondas (VIANA et al., 2000). Um dos
aspectos de maior contraste entre fémeas indicus e taurus refere-se ao numero de
foliculos recrutados por onda, sendo este em média quatro vezes maior nas
zebuinas (CARVALHO et al., 2008; PONTES et al., 2011).

Ha diferencas moderadas entre o tamanho do trato reprodutivo e a
divergéncia folicular entre Bos taurus e Bos indicus (ADAYEMO; HEATH, 1980;
SARTORELLI et al., 2005). Vacas taurinas apresentam maior didmetro do foliculo
dominante (FIGUEIREDO et al., 1997), maior didametro de corpo luteo (GINTHER et
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al., 1989; KASTELIC et al., 1990; RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997),
€ maior concentracao de progesterona produzida pelo CL (SEGERSON et al., 1984).
Existem também diferengcas marcantes entre a concentracdo de AMH circulantes
entre fémeas Bos taurus e Bos indicus.

Em trabalho recente, nosso grupo, avaliando a dinadmica folicular de
novilhas de corte Braford com alta e baixa CFA, submetidas a protocolo de
sincronizagdo da ovulacado (IATF), observou diferengca no didmetro do foliculo
ovulatorio (1,1510,2 vs 1,32+0,2 cm; P<0,05) e tendéncia de maior diametro do CL,
7 dias depois da IATF (1,9310,3 vs 2,04+0,3 cm; p=0,09) entre fémeas de alta e
baixa CFA, respectivamente (SANTOS el al., 2012). Ja esta bem estabelecido que
foliculos ovulatérios maiores, originam CL maiores e que por sua vez, produzem
maiores secregdes séricas de P4 (BINELLI, et al., 2001; MUSSARD et al. 2003).
Este fator € determinante na manutencao da gestacéo, tendo em vista a fungao de
promover ambiente favoravel a capacidade do embrido em se alongar e secretar
interferon-tau, bloqueando os mecanismos luteoliticos (MANN et al.,, 1995;
CLEMENTE et al., 2009).

Desta maneira, podemos concluir que a populacdo de foliculos
antrais ovarianos de fémeas de corte da raca Nelore ndo apresentou influéncia
positiva sobre a taxa de concepcéo a IATF, visto que vacas com alta ou baixa CFA
apresentaram taxas de concepcado semelhantes. Entretanto, vacas de corte Nelore
com baixa CFA apresentaram taxa de concepgao a IATF superior a de vacas com

intermediaria CFA.
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ARTIGO 2 — VACAS NELORE COM ALTA PRODUGAO DE OOCITOS APRESENTAM MAIOR
PRODUCAO DE EMBRIOES QUANDO SUBMETIDAS A PROGRAMA DE OPU / PIVE

Gustavo Martins Gomes Dos Santos3; Katia Cristina SiIva-Santos1; Bruno Valente

Sanches': Marcelo Marcondes Seneda”

Resumo: Objetivou-se comparar a produgdo de embrides entre fémeas bovinas com
alta, intermediaria e baixa quantidade de odcitos obtidos por OPU. Fémeas Nelore
(Bos indicus, n = 66, 72-96 meses) foram submetidas a aspiragéo folicular guiada
por ultrassonografia com transdutor intravaginal microconvexo (7,5 MHz).
Imediatamente apds a recuperagao, COCs foram classificados e transportados até o
laboratério para PIVE. A FIV foi realizada com sémen convencional de um unico
touro previamente testado. As fémeas foram divididas em grupos, conforme a
producao de odcitos totais: G-Alta (n = 22, 240 odcitos), G- Intermediaria (n = 25, 18-
25 oocitos) e G-Baixa (n = 19, <7 odcitos). Os dados foram avaliados pelo teste de
Qui-Quadrado (p<0,05). O numero médio de COCs recuperados foi 50,4+11,3 (G-
Alta), 21,4+3,0 (G-Intermediaria) e 5,3+1,5 (G-Baixa, p<0,05). O numero médio de
oocitos viaveis foi 40,4+10,6 (G-Alta), 14,8+ 3,0 (G-Intermediaria) e 3,8+1,1 (G-
Baixa, p<0,05) e a porcentagem de odcitos viaveis foi 80% (888/1109, G-Alta), 69%
(371/534, G-Intermediaria) e 71% (72/101, G-Baixa, p<0,05). A taxa de clivagem foi
79% (762/965, G-Alta), 74% (348/472, G-Intermediaria) e 71% (65/92, G-Baixa,
p<0,05) e a taxa de blastocisto foi 42% (405/965, G-Alta), 32% (153/472, G-
Intermediaria) e 13% (12/92, G-Baixa, p<0,05). O numero médio de embrides viaveis
foi 18,416,7 (G-Alta), 6,1+3,6 (G-Intermediaria) e 0,6+0,7 (G-Baixa, p<0,05) e a
porcentagem de embrides vitrificaveis foi 81% (329/405, G-Alta), 77% (118/153, G-
Intermediaria) e 58% (7/12, G-Baixa, p<0,05). Conclui-se que vacas Nelore com alta
producdo de odcitos apresentaram maior porcentagem de odcitos viaveis, taxa de
clivagem e blastocisto e porcentagem de embrides vitrificaveis comparado as de
baixa, apdés procedimento de OPU/PIVE. As vacas do G-Alta apresentaram ~10
vezes maior producao de odcitos e produziram ~30 vezes mais embrides viaveis em
relagao as de baixa.

Palavras-chave: Producio de odcitos. PIVE. Bovinos.

Introducao

Considerando a importancia da produgcdao de embrides para o
melhoramento genético, é importante ressaltar a grande variabilidade na produgao
de embrides por doadora apos procedimento de aspiracgéao folicular (OPU) / produgéo
in vitro de embrides (PIVE; PONTES et al., 2009). Para os embrides produzidos in
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Londrina (UEL), Londrina, PR, 86051-990 Brazil
* e-mail: mseneda@uel.br



71

vitro, ja foi relatado que a variagdo no numero de odcitos recuperados influencia o
namero final de embrides produzidos (PONTES et al., 2011). Nos ultimos anos,
alguns estudos relatam alta variabilidade no numero de foliculos pré-antrais e antrais
entre bovinos (ERICKSON, 1966; BURNS et al, 2005; SILVA-SANTOS et al, 2011,
SILVA-SANTOS, 2013). No entanto, o numero de foliculos antrais =2 3 mm de
diametro é altamente repetivel no mesmo individuo (0,85 a 0,95) durante as ondas
de crescimento folicular (IRELAND et al, 2007.; MOSSA et al., 2012; SILVA-
SANTOS, 2013). Portanto, é possivel identificar com o auxilio da ultrassonografia,
fémeas com baixa, intermediaria ou elevada quantidade de foliculos antrais durante
as ondas de crescimento folicular.

Estudos anteriores mostram que vacas de leite com baixa contagem
de foliculos antrais (CFA; <15 foiculos antrais) possuem caracteristicas fenotipicas
associadas com redugao de fertilidade (IRELAND et al., 2011; MOSSA et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi determinar se a quantidade de odcitos
recuperados apdés OPU influencia a taxa de clivagem e de blastocisto de vacas de

corte da raga Nelore (Bos indicus), quando submetidas a programas de OPU / PIVE.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizadas 66 vacas de corte da raga Nelore (Bos indicus) com
idade meédia de 84 + 12 meses, mantidas em pastagem de Brachiaria brizantha e
suplementadas com mistura mineral ad libitum. As fémeas apresentavam escore de
condigao corporal médio de 3,5 + 0,5 (escala de 1 a 5; LOWMAN et al, 1976.) e peso
vivo médio de 480 + 20 kg.

Preparacao da doadoras

Antes de cada procedimento, as fezes foram removidas do reto e a
area perineal foi lavada com agua e limpa com etanol 70%. Antes da OPU, cada
vaca recebeu anestesia epidural (4 ml de lidocaina a 2%; anestésico L, Pearson,

Sao Paulo, SP, Brasil) para redugao do peristaltismo e desconforto.
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Aspiragao Folicular e Separagao dos Grupos

Procedimentos previamente descritos foram utilizados para a
aspiracao folicular (Seneda et al., 2001). Cada foliculo visivel foi aspirado utilizando-
se transdutor microconvexo de 7,5 MHz (Aquila PRO, Pie médico, Maastricht,
Holanda) montado em um guia de ago inoxidavel (Pie Medical). A puncéo folicular foi
realizada usando agulha hipodérmica descartavel 40x8 mm (Becton Dickinson,
Curitiba, Brasil), ligada a um tubo cénico de 50 mL (Corning, Acton, MA, EUA)
através de equipos de silicone (0,8 m, 2 mm de didmetro). A aspiragdo do material
foi realizada utilizando bomba de vacuo (WTA, Watanabe, Brasil) com presséao
negativa de 75 mm Hg. O meio de coleta foi a solugdo tampéo fosfato (PBS-Nutricell,
Campinas, SP, Brasil), com 10.000 Ul / L de heparina sodica (Sigma H-3149).

Os COC’s recuperados foram classificados e transportados para o
laboratério para a PIVE (PONTES et al., 2011). A FIV foi realizada com sémen de
um unico touro Nelore de fertilidade conhecida. As fémeas foram separadas em
grupos, de acordo com a produgao de odcitos, conforme segue: G-Alta (n = 22, = 40

oocitos), G-Intermediaria (n = 25, 18-25 odcitos) e G-Baixa (n = 19, < 7 odcitos).

Producao in vitro de embrides

Imediatamente apds a recuperagao, o material aspirado foi lavado e
filtrado em filtro 70 micras (Immuno Systems Inc., Spring Valley, WI, EUA) com
solugdo tampao de fosfato (PBS-Nutricell, Campinas, SP, Brasil). Os complexos
cumulus odcitos (COCs) foram classificados de acordo com a presenga de células
do cumulus e a qualidade do odcito, utilizando os seguintes critérios: 1) Bom, mais
de trés camadas de células do cumulus, 2) regular, pelo menos uma camada de
células do cumulus, 3) desnudos e 4) atrésicos, com cumulus escuro e sinais de
degeneragao do citoplasma (SENEDA et al., 2001). Odcitos bons e regulares foram
considerados viaveis e foram utilizados, enquanto os odcitos atrésicos foram
descartados. Antes da maturacgao in vitro (MIV), os COCs foram lavados trés vezes
em TCM-199 HEPES (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com soro fetal a 10% (SFB) e 50 ug de sulfato de gentamicina, e
lavados uma vez com TCM-199 (Gibco Life Technologies) suplementado com 10%

de SFB, 5 ug de hormdnio luteinizante (LH-Ayerst, Rouses Point, Nova lorque, EUA),
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0,5 ug de horménio foliculo estimulante (FSH Folltropin, Vetrepharm, Belleville, ON ,
Canada), 1 ug de estradiol (estradiol-173, Sigma E-8875), 2,2 mg de piruvato (Sigma
P-4562), e 50 ug / ml de meio de gentamicina. Os COCs de cada vaca foram
cultivados separadamente, durante 24 horas, em 100 ul de gotas de meio de
maturacéo, sob 6leo mineral (D'Altomare, Santo Amaro, SP, Brasil) a 39 ° C e 5% de
CO2 em ar (GORDON, 1994, SMITH et aL., 1996). Foram utilizados
espermatozoides congelados-descongelados (2 X 10° /dose) de um Unico touro
Nelore de fertilidade conhecida, com base na utilizagdo anterior para a fecundacao
in vitro (FIV). Para a FIV, as palhetas foram descongeladas por 20 segundos em
banho-maria com &agua a 35°C. Os espermatozoides foram lavados por
centrifugacdo a 200 x g durante 30 min, num gradiente de 90-45% de Percoll. Os
espermatozoides foram capacitados usando heparina (30 ug/ml) e a motilidade foi
estimulada pela adigdo de 40 uL/mL de penicilamina, hipotaurina e epinefrina (PHE;
Parrish, 1986). Apods avaliacdo visual da motilidade, a concentracdo de
espermatozoides foi ajustada para 25 x 10° espermatozoides moveis/mL e cada gota
de fertilizacdo recebeu 4 pL de espermatozoides (concentragdo final de 1 x 10°
espermatozoides por gota; SENEDA et al, 2001.). Apés a maturagdo, os COCs
foram lavados trés vezes em meio TCM 199 pré-fertilizacdo suplementado com 25
mM de HEPES (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) e 0,3% de BSA
(Sigma A-9647), e foram lavados uma vez em meio TALP fertilizacdo suplementado
com 10 g/mL de heparina e 160 mL de PHE (Parrish, 1986; Bavister, 1989). Dos
presumiveis zigotos, as suas células do cumulus foram removidas e os mesmos
transferidos para gotas de 100 ul de meio de cultivo para embrides (SOFaa BSA,
contendo 8 mg/ml de BSA e glutamina 1 mM), sob as mesmas condi¢gbes de
temperatura e atmosfera gasosa utilizado para a FIV. A taxa de blastocisto foi obtida
a partir do total de odcitos viaveis aspirados. Os embrides foram avaliados até o dia
7 (Dia 0 = dia da FIV), de acordo com critérios da IETS (WRIGHT, 1998). As taxas
de clivagem e blastocisto foram registradas nos dias 3 e 7 de cultivo,
respectivamente. Embrides classificados como |, Il e Ill foram definidos como
viaveis. Blastocistos e blastocistos expandidos qualidade grau | foram submetidos a
vitrificagdo pelo método Cryotop, conforme metodologia ja descrita (KUWAYAMA et
al., 2005).
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Analise estatistica

Os resultados séo apresentados como meédias + DP. Toda a analise
estatistica foi realizada usando o software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007). As
taxas de clivagem e blastocisto, as propor¢cées de odécitos e de embrides viaveis e
vitrificados foram avaliadas utilizando-se o teste de Qui-quadrado. Para todas as

analises, p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados

Vacas com alta produg¢ao de odcitos apresentaram maior proporgao
de odcitos viaveis, taxa de clivagem e de blastocisto, produgao total de embrides e
proporcao de embrides vitrificaveis comparado aos grupos de intermediaria e baixa
producao de odcitos (Tabela 1). Vacas Nelore com alta produgcao de odcitos
apresentaram producéo de odcitos ~ 10 vezes maior e produziram ~ 30 vezes mais

embrides viaveis em comparacdo com as de baixa produgao de odcitos.

Tabela 1 —Potencial de desenvolvimento de oocitos recuperados (Média + DP) de
vacas de corte Nelore com alto (G-Alto, = 40 odcitos), intermediario (G-
Intermediario, 18 a 25 odcitos) e baixo (G-Baixo, < 7 odcitos) numero de
o6citos recuperados por procedimento de OPU.

G-Alto G-Intermediario G-Baixo
2 40 odcitos 18-26 oocitos < 7 odcitos
n=22 n=25 n=19
Total de Odcitos Recuperados 1109° 534° 101°
Odcitos/ OPU 50,4 + 11,3? 21,4 £3,0° 53+1,5°
Odcitos Viaveis/ OPU 40,4 + 10,6° 14,8 £ 3,0° 38+1,1°
Odcitos Viaveis (%) 80,1° 69,5° 71,3°
Taxa de Clivagem (%) 79,0° 73,7° 70,7°
Taxa de Blastocisto (%) 42,0° 32,4° 13,0°
Total de Embrides/ OPU/PIVE 18,4 £ 6,7° 6,1+ 3,6 0,6 £0,7°
Embrides Vitrificaveis/ OPU/PIVE 15,0+ 7,1° 4,7 £3,1° 0,4+0,7°
Proporcao de Vitrificaveis (%) 81,2° 77,1° 58,3°

¢ Valores na mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05).
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Discussao

O sucesso da PIVE tem sido correlacionado com a populagao
folicular antral e a producdo de odcitos (SINGH et al, 2004; PONTES et al, 2011;
SILVA-SANTOS et al., 2013). Neste trabalho apresentamos uma comparagédo da
producao de embrides PIVE entre vacas Nelore com diferentes produgdes oocitarias.
Vacas Nelore com alta producdo de odcitos apos procedimento de OPU/PIVE,
produziram ~ 10 vezes mais oocitos e ~ 30 vezes mais embrides que doadoras com
baixa producéo de odcitos.

A selecao de bovinos com base na contagem de foliculos antrais é
possivel, pois existe alta repetibilidade durante as ondas de crescimento folicular
para o mesmo individuo, independente de raga, idade, estagdo do ano e estagio de
lactagao (BURNS, et al, 2005; IRELAND et al., 2007, 2008; SILVA-SANTOS, 2013).
Vacas com alta produgdo de oodcitos apresentaram maior proporgao de oocitos
viaveis (80%) em relacdo as de intermediaria (69%) e baixa producdo de odcitos
(71%, p <0,05). Silva-Santos et al. (2013) obtiveram maior quantidade de odcitos
viaveis (21,6 vs 3,2) de novilhas de corte da raga Braford com alta (>40 foliculos) vs
baixa (<10 foliculos) CFA, respectivamente. Entretanto, os mesmos autores nao
verificaram diferenca na propor¢cdo de oocitos viaveis entre doadoras com alta e
baixa CFA (58,9 vs 55,2%; p >0,05; SILVA-SANTOS, 2013).

Nossos resultados demonstram que vacas Nelore com alta produgao
de odcitos possuem melhor qualidade oocitaria, visto que a propor¢cédo de oodcitos
viaveis também foi maior para este grupo. A qualidade do odcito ja foi anteriormente
associada a populacado de foliculos antrais. Vacas com baixa CFA apresentaram
maior quantidade de marcadores de células do cumulus indicativos de menor
qualidade do odcito (IRELAND et al., 2009).

No presente trabalho, vacas de alta producdo de odcitos
apresentaram maior taxa de clivagem e blastocisto, respectivamente (79%, 42%) em
relacdo as de intermadiaria (74%, 32%) e baixa producéo de odcitos (71%, 13%;
P<0,05). Para novilhas Braford, ndo foi relatada diferenga entre as taxas de clivagem
(61,5 vs 56,0%) e blastocisto (15,5 vs 9,5%) para os grupos de alta e baixa CFA,
respectivamente (SILVA-SANTOS, 2013). Da mesma forma, IRELAND et al. (2007)
ndo observaram diferengas na taxa de clivagem (74,7 vs 74,0%) e blastocisto (30,9

vs 29,6%) apos fecundagao in vitro de odcitos provenientes de ovarios de matadouro
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com alta e baixa CFA. No presente estudo, vacas de corte Nelore com alta producéo
de odcitos produziram ~ 10 vezes mais odcitos e ~ 30 vezes mais embrides viaveis
em comparagao com as de baixa producido de odcitos. Estes resultados estdo de
acordo com trabalhos prévios, que relatam associacdo positiva entre a variagao
individual na producao de odcitos de vacas Nelore com a produgao de embrides e as
taxas de prenhez (PONTES et al.,, 2009, 2011). Estes autores relataram que
doadoras com maior producdo de odcitos (59 o6citos/OPU) produziram
significativamente mais embrides e prenhezes (~ 6 vezes maior) do que aquelas
com baixa producéo de odcitos (10 o6citos/OPU; PONTES et al., 2011). Da mesma
forma, outros autores relataram menor quantidade de embrides PIV (1,3 vs 4,9
embrides) a partir da aspiragcado de ovarios de matadouro de vacas com baixo (<15
foliculos) vs alto (>25 foliculos) numero de foliculos antrais (IRELAND et al, 2007).

Com relacao a taxa de embrides vitrificaveis, vacas Nelore com alta
producédo de odcitos apresentaram maior proporgdo de embrides vitrificaveis (81%)
em relacdo as de intermediaria (77%) e baixa produgédo de odcitos (58%, p <0,05).
Da mesma forma, a proporgéo de embrides vitrificaveis diferiu entre novilhas Braford
com alta vs baixa CFA (67,2 vs 36,4%, p<0,05; SILVA-SANTOS, 2013).

Concluimos que existe grande variagcao individual na producédo de
oocitos entre fémeas bovinas. Vacas Nelore com maior produgdo de odcitos
apresentaram maior propor¢ao de odcitos viaveis, taxa de clivagem e blastocisto e
proporcao de embrides vitrificaveis, comparado as de intermediaria e baixa producao
de odcitos. Dessa forma, a identificacdo de fémeas bovinas com alta CFA/ producéo
de odcitos poderia servir de parametro para aumentar a quantidade de embrides

produzidos in vitro.
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6 DISCUSSAO GERAL

Nos utlimos anos, muitas pesquisas vem sendo realizadas com o
intuito de melhorar os indices reprodutivos, alcangados com a utilizacdo das
diferentes biotecnologias. O Brasil apresenta-se em destaque no cenario mundial
liderando a producéo in vitro de embrides (PIVE) e gerando um grande volume de
informagdes em relagdo aos programas de sincronizagdo da ovulagao (IATF),
principalmente em animais zebuinos. Os protocolos, tanto para programas de IATF
ou PIVE, ja estdo bem estabelecidos e seu conhecimento e utilizagdo bem
democratizados.

Com o intuito de melhorar os indices reprodutivos, tem-se procurado
caracteristicas individuais, que sinalizem individuos que apresentam um melhor
desempenho reprodutivo quando submetidos as biotecnologia reprodutivas. Varios
grupos de pesquisa vém estudando os fatores individuais, ligados a obgenese e
foliculogénese, e sua influéncia sobre o desempenho reprodutivo de bovinos.

Alguns trabalhos com fémeas Bos taurus mostraram haver
repetibilidade no numero de foliculos antrais por onda de crescimento folicular.
Fémeas Bos taurus cruzadas com alta CFA apresentaram maior quantidade de
foliculos pré-antrais comparado a fémeas com baixa CFA. Alguns autores vém
correlacionando a baixa CFA com caracteristicas relacionadas a baixa fertilidade,
como ovarios pequenos, baixa espessura endometrial, baixos niveis de P4 sérico,
altos niveis de FSH, baixos niveis de AMH e odécitos de menor qualidade. Porém,
vale ressaltar que a maior parte destes estudos foram conduzidos com fémeas
bovinas taurinas.

No primeiro artigo, objetivamos comparar a influéncia da CFA sobre
a taxa de concepgao de vacas Nelore (zebuinas) submetidas a programa de IATF.
Neste trabalho, observamos novamente grande variagédo na CFA entre os individuos.
Observamos que vacas com alta e baixa CFA apresentaram taxa de concepcgao
semelhantes. Porém, vacas com baixa CFA apresentaram taxa de concepgao
superior as de intermediaria CFA. Este fator deve ser considerado, visto que, neste
experimento, as vacas de intermediaria CFA representavam aproximadamente 60%
da populagéo experimental e, as de baixa CFA, 20%.

No Artigo 2, avaliamos a produgao de embrides de vacas com alta,

intermediaria e baixa CFA submetidas a programa de OPU/PIVE. Diferente do
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primeiro experimento, observamos que as vacas de alta CFA apresentaram melhor
desempenho reprodutivo. As vacas de alta CFA apresentaram uma produgcdo 10
vezes superior de oodcitos, sendo estes de qualidade superior, pois a taxa de odcitos
viaveis foi superior para estas vacas em comparagdo com as de intermediaria e
baixa CFA. A melhor qualidade odcitaria pode ser comprovada, pelo fato da
producao de embrides ter sido 30 vezes maior para as vacas de alta em relagao as
de baixa.

Neste sentido, surge uma grande duvida: como pode, em uma
determinada biotecnologia, as vacas de baixa apresentarem um desempenho
reprodutivo superior e, em outra, apresentarem desempenho inferior? Varias
hipéteses devem ser levantadas, entre as principais, o ambiente folicular; a
secrecdo, competicdo e o aproveitamento dos horménios gonadotroficos; a
qualidade odcitaria; e o fato do foliculo/odcito na IATF se desenvolver in vivo € na
PIVE, in vitro, sendo que, na ultima, os fatores sdo minimizados ao ambiente
controlado e a suplementacdo com nutrientes.

A grande contribuigdo com os estudos apresentados é demonstrar
que o individuo que responde bem a uma biotecnologia reprodutiva nao
obrigatoriamente ira responder da mesma maneira a outra biotecnologia. Desta
maneira, a busca por marcadores e selecdo de caracteristicas individuais e
individuos deve continuar para que estes questionamentos possam cada vez mais
ser esclarecidos.

Ainda, algumas questdes devem ser consideradas antes da
utilizacdo da CFA como selecdo de fémeas bovinas: (i) fertilidade de fémeas de alta
e baixa CFA conforme a raga e a categoria (vaca, novilha), (ii) qualidade odcitaria de
foliculos de diferentes didametros para vacas de diferentes CFAs, e (iii) impacto da

selecao de fémeas de alta e baixa CFA no rebanho nacional.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

e A populagao de foliculos antrais ovarianos de fémeas de corte da
raca Nelore ndo apresentou influéncia positiva sobre a taxa de concepcao a IATF,
visto que vacas com alta ou baixa CFA apresentaram taxas de concepgao
semelhantes;

e Vacas de corte Nelore com baixa CFA apresentaram taxa de
concepcao a IATF superior a de vacas com intermediaria CFA,;

e Concluimos que existe grande variagdo individual na produgao
de odcitos entre fémeas Nelore. Vacas Nelore com maior produgao de odcitos
apresentaram maior propor¢do de odcitos viaveis, maiores taxas de clivagem e
blastocisto e propor¢cdo de embrides vitrificaveis, comparado as de intermediaria e

baixa producéo de odcitos.



