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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo analisar a qualidade de odcitos bovinos, em

diferentes periodos de aspiracdo folicular na Fazenda Jud em Arcos/MG, foram



utilizados 13 vacas da raca Gir (Bos taurus indicus). Assim, como direcionador deste
estudo estabeleceu-se 0 seguinte questionamento: Qual é o melhor intervalo entre
aspiracdes foliculares em animais da raca Gir. Consequentemente, para
fundamentar e validar os propdsitos aqui estabelecidos desenvolveu-se uma revisao
da literatura acerca das principais teorias pertinentes ao tema estudado,
destacando-se, dentre as principais, endocrinologia do ciclo estral, desenvolvimento
folicular, puncao folicular, colheita de odcitos, maturacdo, fecundacédo in vitro e
cultivo in vitro. Todos os animais foram submetidos a todas as aspiracdes foliculares,
foram trés tratamentos onde se classificou como trés grupos, T1 n=(13) que foi a
primeira aspiragao feita ou que se pode denominar de um ponto inicial onde estes
animais estavam em fases diferentes do ciclo estral, T2 n=(13) a segunda aspiracao
feita com o intervalo de 15 dias ap0s a primeira, T3 n=(13) foi a terceira aspiracéo
feita no intervalo de trinta dias ap0s a segunda aspiracdo objetivando evitar efeitos
individuais no resultado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
do tipo cross-over 2x2. Foi feita analise de variancia (ANOVA) e diferenca entre
médias comparadas pelo teste “t de student” ao nivel de 5%. O estudo mostrou que
odcitos obtidos de aspiracBes com intervalo de 15 dias entre uma e outra, possuem
melhor qualidade de od4citos como demonstram 0s seguintes resultados, no grupo
T1 obteve-se 12,6 % Gl, 49,4% Gill, 37,9% Gilll, no grupo obteve-se T2 12,9% Gl,
46,1% Gll, 39,9% GllIl, no grupo T3 obteve-se 10 % Gl, 46,9% Gll e 43% GilII.

Palavras chave: Odcitos, embrides, aspiracao folicular.

ABSTRACT

This study aimed to examine the quality of bovine oocytes at different stages of
follicular aspiration in the Fazenda Jua Arcos / MG, we used 13 Gir cattle (Bos taurus



indicus). So, as director of this study we established the following question: What is
the best interval between follicular aspiration in animals of Gir. Consequently, to
substantiate and validate the purposes set forth herein has developed a literature
review on the major theories relevant to the subject studied, especially among the
major endocrinology of the estrous cycle, follicular development, ovum, oocyte
collection, maturation , in vitro fertilization and in vitro. All animals were subjected to
all follicular aspirations were three treatments in which classified as three groups, n =
T1 (13) that the first aspiration was done or what might be called a threshold where
these animals were at different stages of estrous cycle, n = T2 (13) a second suction
made with an interval of 15 days after the first, n = T3 (13) was the third aspiration
performed in the range of thirty days after the second aspiration aiming to prevent
individual effects on the outcome. The experimental design was randomized to this
crossover 2x2. It was made analysis of variance (ANOVA) and differences between
means compared by t test for student "at 5%. The study showed that oocyte
aspirations with a 15 day interval between each other, have a better quality of
oocytes as shown by the following results, obtained in T1 was 12.6% GlI, Gll 49.4%,
37.9 GllI% in group T2 was obtained 12.9% GI, 46.1% Gill, Glll 39.9% in T3 group
obtained a 10% Gl, 46.9% Gll and 43% GilII.

Key words: oocytes, embryos, follicular aspiration.



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Analise de variancia

BST/ rbst Somatrotopina recombinante bovina
CCoO Complexo cumulus oophorus

Clv Cultivo in vitro

FIV Fertilizagdo in vitro

FSH Hormanio foliculo estimulante

1A Inseminacéao artificial

LH Hormaonio luteinizante

MIV Maturacao in vitro

MOET Multiple ovulation and embryo transfer
OPU Ovum pick up, puncéo folicular
PIVE Producéo in vitro de embrides

PIV Producéo in vitro

SFB Soro fetal bovino

TE Transferéncia embrido

VG Vesicula germinativa



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - Classificacao oocitaria segundo Lonergan (1992)



LISTAS DE GRAFICOS

Grafico 1: Classificacdo de odcitos bovinos da raca Gir, em porcentagem de acordo
com as células do cumullus oophorus em: s/c (sem cumullus), ¢/ Exp.  (cumullus
expandido), ¢/ deg. (cumullus degenerado) e ¢/ atrs. (cumullus

= L =TS (0105 U 32

Grafico 2: Média de odcitos totais, o0citos viaveis, embrides e taxa de prenhez de
vacas doadoras de embrides da Fazenda Jua, obtidos em diferentes periodos de
ASPIFAGEAOD TOIICUIAN ... i 35



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1- Classificacdo de odcitos bovinos da raca Gir, em nimeros reais de acordo
com as células do cumullus oophorus em: s/c (sem cumulus), ¢/ Exp. (cumullus
expandido), ¢/ deg. (cumullus degenerado) e ¢/ atrs. (cumullus
oY1= 15070 1) U PUUUPRPRR 31

Tabela 2- Classificacdo de odcitos bovinos da raca Gir, em porcentagem de acordo
com as células do cumullus oophorus em: s/c (sem cumullus), ¢/ Exp.  (cumullus
expandido), ¢/ deg. (cumullus degenerado) e ¢/ atrs. (cumullus

oL =1 (010 1) SO 33

Tabela 3 : Média de odcitos totais, odcitos viaveis, embrides e taxa de prenhez de
vacas doadoras de embrides da Fazenda Jua, obtidos em diferentes periodos de

ASPIraCa0 fOlICUIAT..........cooieieee e e e e e e e e e e e e e e 34



SUMARIO

(R ERI0] 510070 TP 13
2 REFERENCIAL TEORICO..... ettt et ee e eeee e 15
2.1 FERTILIZAGAO IN VITRO . ..uuuiittiisittnteeitteeeestnsesetseesasssesssnsesssnaesssssseresnaneees 15
2.2 PUNGAO FOLICULAR.... ittt e ettt ettt e e e e e et e e st e e e e an e e e annns 16
2.3 Endocrinologia do Ciclo EStral..........cccoooiiiiiiiiiiiieen e 19
2.4 DesenVoIVIMENTO FOIICUIAN . ..., 19
2.5 COlNEItA B OOCIIOS. . et 21
2.6 MATUMAGED. .....eeiieeieeeeee ettt e e e e e e e e e e as 23

P A o Tol W] o F= Tor= Lo | TV 11 (o B 26
2.8 CUIVO 1N VIE O ettt e e et 26
SMATERIAL E METODOS. ....oeee et eeee e et e et e e eee e e 28
3.1 CUIdAOS BlICOS. ..o e e 28
B2 AN S et 28

B B L0Ca e 28
3.4 PrOCEAIMEBNTOS. . ettt 29
3.5 Delineamento Experimental e Andlise estatistica............ccc.evvvvviiieennnnnn. 30

4 RESULTADOS E DISCUSSAOD .. .oeooeeeeeeeeeeeeeeeee et ettt eria e, 31
B CONCLUSAO. ..ottt e et e et e et e n e 37
6 REFENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 38
AN E X O S . e e 44
Anexo A Carta a0 ProPriCtario .........c.ueeeeeeeiiiiiiiie e 44

Anexo B Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.........cccccoveevveeeenn.... 45



13

1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro é composto de cerca de 80% de animais
zebuinos (Bos taurus indicus) puros ou mesticos, que se encontram adaptados ao
ambiente tropical e, por isso, merecem destague no panorama da pecuaria. Nesse
contexto, a raca Gir possui enorme potencial de mercado, visto que seus
cruzamentos apresentam bom desempenho na producéo de leite e bom rendimento
ao abate, tornando-a bastante procurada como animais mais rusticos e produtivos
(BORGES et al, 2004).

Em funcdo do importante papel econdmico e social dos rebanhos zebuinos na
pecuaria brasileira e do interesse nacional e internacional na aquisicdo e
multiplicacdo de animais de elevado valor genético, 0 mercado de embrides cresceu
bastante nos anos 90. Entretanto, grande parte das metodologias e biotecnologias
desenvolvidas e utilizadas na obtencdo e criopreservacdo de embrides foram
desenvolvidas para animais taurinos (FONSECA et al, 2001).

Segundo Varago (2008), a producéo in vitro de embrides (PIVE), que utiliza
associacdo de técnicas de maturacdo, fecundacdo e cultivo, € uma importante
biotécnica da reproducdo que esta associada ao aumento da produtividade. Na
espécie bovina, a técnica de PIVE, associada a coleta de odcitos a partir da puncao
folicular guiada por ultra-som (ovum pick up - OPU), tem sido utilizada como
instrumento para maximizar o potencial reprodutivo dos rebanhos, diminuindo o
intervalo entre geragdes e acelerando o melhoramento genético animal.

O entendimento da dinamica folicular ovariana e de todos os mecanismos
neuro-hormonais envolvidos no processo séo de grande importancia para melhorar
os indices reprodutivos utilizando as biotécnias da reproducao.

A dinamica folicular dos bovinos deve ser bem entendida. Sabe-se que o
crescimento dos foliculos ovarianos nas fémeas bovinas se da em ondas, cada onda

folicular € composta por uma fase de recrutamento, no qual um grupo de foliculos



primordiais e primarios inicia seu crescimento. Dentre estes, um foliculo é
selecionado, ndo sofre atresia e potencialmente pode chegar a ovular (fase de
selecdo), este passa a exercer dominancia (fase de dominancia) sobre os demais
foliculos, suprimindo o crescimento dos mesmos e inibindo o recrutamento de um
novo grupo de foliculos (GINTHER et al., 1996; GINTHER; KNOPF; KASTELIC,
1989; SIROIS e FORTUNE, 1990).

Diversos sdo os parametros utilizados para avaliar a qualidade dos odcitos e
embrides na FIV como morfologia, criotolerancia, transcricdo (mRNA), ecloséo in
vitro e prenhez apoOs a transferéncia. Estudos recentes estdo comprovando que
oocitos no momento do pool de foliculos (selecdo e divergéncia) tem melhores
resultados apoOs fecundacdo. Entretanto, nenhuma dessas técnicas permite uma
selecéo eficiente que assegure bons indices de prenhez.

Assim o0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito na qualidade de
oocitos aspirados em diferentes periodos em vacas Gir, na intencdo de obter

melhores taxas de fecundacao e qualidade de embrides.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fertilizagéo in vitro

Segundo Renesto (2004), com a evolucdo das principais biotecnologias
trabalhadas no Brasil, € importante destacar, inicialmente, a Inseminacéo Atrtificial
(IA), sendo a primeira biotecnologia adotada nos sistema de producao brasileiro, que
visa a multiplicacdo genética de touros de alto valor genético. Segundo Rodrigues,
(2001), com a introducdo de esquemas de ovulacBes multiplas, recuperacdo e
transferéncia de embrides, mais conhecida como Multiple Ovulation and Embryo
Transfer (MOET), junto com a criopreservacdo de embrides na década de 80, a
bovinocultura passou a ter ferramentas para aumentar o nimero de gestacdes
provenientes de fémeas de alto mérito genético. Concordando com esta afirmacéo
Thibier, (2000), acrescenta que a producdo embrionaria através da transferéncia de
embrido (TE) € uma biotécnica mundialmente difundida e vem apresentando um
crescimento acentuado onde mais de 500.000 embrides s&o colhidos e transferidos
ou congelados anualmente.

Dode et al (2004), ressalta que a utilizacdo de novas tecnologias, em especial
aguelas relacionadas com o melhoramento animal, possui importancia fundamental
para o desenvolvimento da pecudria, como podemos citar a IA e TE que tém sido
utilizadas para reproduzir aspectos genéticos desejados. Entretanto, novas opcoes
para selecdo e producdo animal sdo proporcionadas pela producédo in vitro de
embrides, que surge como mais uma ferramenta, pois otimiza a utilizagdo das
fémeas, por aumentar a sua producéao.

A FIV, dentro deste contexto, € considerada a terceira geracdo de
biotecnologia aplicada ao Melhoramento Genético. Na década de 90, com a
introducéo da aspiracao folicular guiada por ultrasonografia, seguida pela producao

in vitro de embrides (OPU-PIV), a expectativa no crescimento da produtividade das



fémeas, e melhoramento genético em tempo reduzido, aumentou significativamente
(RENESTO, 2004).

Segundo Dode et al (2004), embora os avancos alcancados com a producao
in vitro de embri6es ainda apresentar limitagcdes, como baixos indices de blastocisto,
dificuldade na criopreservacdo dos embrides oriundos por essa técnica, menor
viabilidade dos odcitos obtidos de bezerras em relacdo aos de vacas e novilhas e
alto custo do embrido. Portanto, novas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no
sentido de aumentar os indices de producdo e, dessa forma, reduzir os custos,
assim como o desenvolvimento de métodos mais adequados para o congelamento
de embrides de FIV.

O uso comercial dessa técnica ainda esta sendo difundido no mercado, pois
apresenta custo mais elevado que as demais e producdo em larga escala
dependente do equilibrio entre o tipo de produto (embrido) e o custo de sua
producdo. Apesar disso, a aspiragdo associada a FIV estd sendo gradualmente
integrada aos esquemas de selecdo e melhoramento genético, como uma
complementacgéo da IA e TE (DODE et al, 2004).

O método de aspiracdo in vivo, associado a FIV, & de grande importancia
para produzir embrides de vacas prenhes, para vacas que ndo respondem a
superovulacao, para animais portadores de patologias reprodutivas e para animais
senis e pré-puberes. Os odcitos podem ser coletados em periodos menores entre
uma aspiracdo e a outra, sem causar transtornos no ciclo estral ou para a prenhez
(DODE et al, 2004).

De acordo com Seneda (2008), procurando aumentar a eficiéncia e reduzir o
investimento inicial para realizacédo da técnica, a puncéao folicular tem sido estudada
por diversos grupos pela obtencdo de uma maior producdo de embrides pelo
procedimento in vitro em relacédo a TE, isso tem possibilitado que um maior nimero
de criadores optem por essa técnica, buscando mais rapidez na producao e maior

numero de descendentes de vacas e touros de linhagens superiores.
2.2 Puncéao Folicular
Segundo Fernandes (2002), a obtencdo de od0citos bovinos por ultra-

sonografia e manipulacdo transretal com os ovarios em posicionamento dorso-lateral

na cavidade abdominal foi pela primeira vez relatada por Callensen et al. (1987),



permitindo a visualizagdo com um transdutor de 3.5 MHz posicionado sobre a pele, e
a introducao da agulha capaz de puncionar os foliculos. No ano seguinte, Pieterse et
al. (1988), descreveram a aspiracao folicular via transvaginal através da ultra-
sonografia, que tornou possivel o aproveitamento de odécitos bovinos sem as
limitagBes dos procedimentos ja existentes.

Segundo Viana et al (2003), a técnica de puncéao folicular por ultra-sonografia
foi desenvolvida pela necessidade de um método de recuperacdo de odcitos que
fosse menos traumatico que os procedimentos ja existentes, como a laparotomia e a
laparoscopia, e que ndo envolvesse uma abordagem cirdrgica ou semi-cirargica dos
ovarios. A ultra-sonografia possibilita a obtencdo de odcitos pela utilizagdo de um
sistema de bidpsia por agulha, o que é considerado pouco traumatico, e que pode
ser utilizada repetidas vezes em um mesmo animal, com eficiéncia semelhante ou
eventualmente até maior que a da laparoscopia.

Neste sentido Fernandes (2002), demonstrou que a técnica mostrou-se
simples e sem danos ao animal, viabilizando todas as etapas de recuperacao,
maturacado e fertilizacdo de odcitos obtidos, podendo ser repetida varias vezes em
um mesmo animal como afirma Bols et al., (1995); Meintjes et al., (1995), Bols et
al.,(1996a), inclusive com um aumento no numero de foliculos apés varias semanas
de aspiracoes foliculares (STUBBINGS e WALTON, 1995).

As técnicas para obtencao de odcitos, causam impacto sobre a quantidade e
a qualidade do complexo Cumulus oophorus (CCQO’s), e, portanto sobre a
competéncia para o desenvolvimento oocitario (BOLS et al.,, 1997 apud
FERNANDES 2002).

Segundo Fernandes (2002), agulhas longas especificas para aspiracao
folicular, apresentam custo elevado além de perda da eficiéncia progressiva, o que
pode levar a uma ma recuperacdo dos odQcitos, ja agulhas hipodérmicas
descartaveis de 18 e 19 Gauge (G) possibilita uma boa taxa de recuperacgéao,
conservando a qualidade dos odécitos. Diametros maiores que 19G mostram taxas
maiores de recuperacdo comparadas com agulhas de menor diametro. Bols et al.,
(1997) concordam com esta visao, no entanto, ressaltam que, sistemas que utilizam
agulhas descartaveis com maior niumero de conexdes pode ser obstaculo capaz de
reter os oocitos.

Bols et al., (1996a) citado por Fernandes (2002), ressalta ainda que a pressao

do vacuo esta inteiramente relacionada com a agulha utilizada, existe uma grande



discusséo em diferentes trabalhos, com valores de 40 a 400mmHg, embora isto
deva ser considerado com reservas, ja que todo o sistema que corresponde ao
comprimento e diametro de conexdes, altura do equipamento de vacuo e diametro
da agulha, podem influenciar na pressédo de vacuo final. Para quantificar a pressao
negativa de forma mais real, estes autores sugeriram mensurar 0 vacuo em volume
de agua por minuto, mesmo com a mensuracao existem variacdes consideraveis, de
4,4 a 40 ml de agua/minuto segundo VOS et al., (1994); BUNGARTZ et al., (1995);
RICK et al.,(1996).

A freqiéncia do transdutor constitui-se em uma variavel importante
no processo de recupera¢do dos ovocitos (Hashimoto et al. 1999). Ha
citagbes de freqiiéncias de 3.5 MHz (Callensen et al., 1987), 7.5 MHz (Van
Der Schans et al., 1991), 5.0 MHz (Hasler et al., 1995) e 6.5 MHz (Bungartz
et al,, 1995). A maioria dos autores cita a utilizacdo de transdutores
convexos ou setoriais para a aspiragéo folicular transvaginal (Looney et al.,
1994; Meintjes et al., 1995b; Bols et al., 1996; Bols et al., 1998; Carlin et al.,
1999), com poucos relatos de transdutores lineares (Hashimoto et al., 1999;
Mattews et al.,, 1995). No entanto, sendo o transdutor linear bastante
difundido na area de reproducao de grandes animais, sua utilizacéo para a
aspiracdo folicular transvaginal poderia ser incrementada, uma vez que
Hashimoto et al. (1999) obtiveram resultados satisfatérios com este
equipamento (FERNANDES; 2002).

Fernandes (2002) cita de acordo com Pieterse et al., (1992); Meintjens, et al.,
(1995aA), que a taxa de recuperacdo dos odcitos podem ser influenciada por
tratamentos hormonais como aplicacbes de bst (somatrotopina recombinante
bovina), frequiéncia de realizag&do da técnica, fase do ciclo estral, presséo de vacuo,
tipo de agulha e tamanho do foliculo aspirado, além da experiéncia do operador. Um
ponto em comum entre estes artigos foi a menor recuperacdo de odcitos quando
havia predominio de grandes foliculos no momento da aspiracao, o que também foi
observado em ovarios de matadouro por Lonergan et al. (1994), o contrario ocorreu
com as taxas de recuperacdo que foram maiores quando os foliculos aspirados
eram pequenos (2 a 6mm), (GIBBONS et al.,(1994), VOS et al., (1994) BOLS et al.,
(1996B), SENEDA et al., (2001) GARCIA et al., (1998).

Diante do exposto Bols et al., (1997) citado por Fernandes (2002), ressalta
que, apesar dos foliculos maiores que 5mm serem aspirados mais facilmente,
foliculos pequenos parecem disponibilizar maior numero de odcitos. A relacéo
inversa entre o maior diametro folicular e a taxa de recuperacao de odcitos, tem sido
justificada por alteracdes morfologicas no CCO de acordo com Bols et al (1998),

viscosidade do fluido folicular por Goodhand et al (1999), e quantidade de material a



ser aspirado e presséo intrafolicular por Seneda, (1999). Desta forma, um aspecto a
ser considerado seria a aspiracao realizada em um momento que foliculos de menor
didmetro estivessem em maior numero, conforme sugerido por HASHIMOTO et al.
(1999) e SENEDA (2001).

2.3 Endocrinologia do ciclo estral

De acordo com Hafez (2004), ao atingir a puberdade, a fémea desenvolve um
padrao ritmico de eventos fisioldgicos que promovem mudanc¢as no comportamento,
alteracdes morfologicas no sistema reprodutor e no restante do corpo. Estas
modificacdes ocorridas sao ciclicas e continuas, podendo ser interrompidas quando
0 animal estiver no periodo gestacional, com deficiéncia e ou disturbio hormonal ou
alguma condicdo patolégica. As mudancas comportamentais sdo mais faceis de
serem observadas do que as morfolégicas, a principal mudanca comportamental
quando o animal apresenta receptividade sexual o que é conhecido como periodo de
cio ou estro. Devido existir apenas um periodo de cio ou estro em cada ciclo,
consequentemente a sequéncia de eventos que ocorre entre o periodo de dois
estros sucessivos € chamada de ciclo estral.

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddécrinos e neuroenddcrinos que
sdo os horménios hipotalamicos, as gonadotropinas produzidas pela adenohipdfise e
os esterdides secretados pelos ovarios. O controle da secrecdo das gonadotropinas
durante o ciclo estral exige um delicado balango entre as complexas interacbes
hormonais. Nucleos hipotalamicos secretam GnRH, que através de um sistema
circulatorio especial, chamado sistema porta hipotalamico-hipofisario, estimulam a
adenohipofise a secretar o horménio luteinizante (LH) e o hormdnio foliculo
estimulante (FSH), que na corrente circulatoria promovem a sintese de estrogeno e
progesterona pelos ovarios. Estes dois ultimos exercem influéncia, através de
mecanismos de feedback positivo ou negativo, diretamente na hipéfise ou no
hipotalamo, tornando possivel a continuidade dos eventos ciclicos que caracterizam
o ciclo estral (HAFEZ, 2004).

2.4 Desenvolvimento Folicular



Segundo Martins (2007), o desenvolvimento folicular em bovinos ocorre em
um padrdo de ondas, assim sendo, cada onda de crescimento folicular &€ composta
por um grupo de foliculos pequenos que sdo recrutados (emergéncia folicular) e
iniciam uma fase de crescimento comum por cerca de trés dias. Destes, apenas um
anico foliculo continua seu desenvolvimento o que se denomina de foliculo
dominante, enquanto os outros sofrem parada do crescimento e regressédo de
tamanho o que denomina foliculos subordinados. O fendmeno da divergéncia
folicular. Apdés a divergéncia, e na presenca de altas concentracfes de
progesterona, provoca uma reducdo na liberacdo de LH, com isso o foliculo
dominante torna-se anovulatério. Em contra partida, neste momento comeca o0
processo de atresia e perda da dominancia, o que levara a um inicio de uma nova
onda de crescimento folicular de acordo com Ginther et al., (1989) e Webb et al;
(1999). Ressalta Fortune et al.; (2004) que o foliculo dominante presente no
momento da regressao luteinica culmina na ovulagéo.

Segundo Peter et al. (1975), a formagao do “pool” de foliculos primordiais
comeca durante a vida fetal e se completa ao nascimento. O desenvolvimento
folicular é continuo durante toda a vida reprodutiva da fémea, comecando assim que
os foliculos primordiais sdao formados e s6 termina quando o “pool” de foliculos é
liberado. O processo de crescimento de um foliculo primordial é continuo, até que
este sofra ovulacdo ou torne-se atrésico. Geralmente a maioria dos foliculos em
crescimento sofre atresia em qualquer estagio de desenvolvimento, sendo apenas
0.1 - 0.2% dos foliculos primordiais que se desenvolve até a ovulacdo (IRELAND,
1987).

Martins (2007), ressalta que ha diferencas entre a dindmica folicular de Bos
taurus e Bos indicus. Uma das particularidades observadas entre zebuinos e
taurinos corresponde ao numero de ondas de crescimento folicular durante o ciclo
estral. Estudos realizados mostram que animais da raca Holandesa demonstraram
predominéncia de duas e trés ondas de crescimento folicular por ciclo estral de
acordo com Savio et al. (1988); Fortune(1988); Ginther et al., (1989); e Wolfenson et
al., (2004). Sobretudo, em zebuinos estudos apresentam maior incidéncia de
ocorréncia de 3 ondas foliculares, podendo ser observada a presenca de até 4
ondas de crescimento folicular por ciclo estral de acordo com RHODES et al.,
(1995); FIGUEIREDO et al., (1997); VIANA et al., (2000).



Martins (2007), observa que além da diferenca no nimero de ondas, existem
trabalhos que descrevem que fémeas Bos indicus recrutam maior namero de
foliculos por onda de crescimento folicular que fémeas Bos taurus (33,4 + 3,2 vs.
25,4 + 2,5; CARVALHO et al., 2007). Isso pode influenciar diretamente na eficiéncia
da técnica de transferéncia de embrides e de OPU-PIV, indicando vantagem em
fémeas zebuinas sobre taurinas. Boni et al; (1997), confirma esta afirmativa e
ressalta que existem relatos de que o numero de foliculos recrutados por onda de
crescimento folicular apresenta diferencas entre individuos, e essa caracteristica
possui alta repetibilidade durante a vida reprodutiva da fémea.

De acordo com as caracteristicas morfologicas os foliculos ovarianos podem
ser classificados em trés grupos: primordiais onde o odcito é circundado por uma
camada de células epiteliais; em crescimento onde duas ou mais camadas de
células da granulosa em volta do odcito e vesicular onde ha presenca de uma
cavidade central - antro - com o0 odcito envolto por um agrupamento de células da
granulosa chamado de “cumulus oophorus” (PINEDA, 1989).

O padréo de crescimento e desenvolvimento folicular durante o ciclo estral
tem sido extensivamente estudado segundo Gong e Webb, (1996). Através de
estudos histoldgicos, Rajakoski (1960); Smeaton e Robertson, (1971) e Ireland
(1987) relataram que os foliculos crescem durante todo o ciclo estral até atingirem a
ovulagao, este desenvolvimento ocorre sob a forma de ondas. Trabalhos recentes,
usando aparelho de ultra-sonografia, demonstram achados e mostraram que ha
duas ou trés ondas de desenvolvimento folicular durante o ciclo estral como
descreve Sirois e Fortune (1988); Savio et al., (1988).

Cada onda é caracterizada pelo crescimento simultdneo de cinco a sete
foliculos antrais de um “pool” de foliculos >5mm, sendo que um destes cresce mais
rapidamente enquanto os outros regridem. Esse foliculo continua seu crescimento
até atingir o diametro de aproximadamente 15mm, permanecendo com este
tamanho por dois a trés dias antes da regressdo, quando entdo se inicia uma nova
onda de desenvolvimento. Se a fase de crescimento coincide com a lutedlise, o

foliculo sofre uma répida maturacéo pré-ovulatoria e a ovulagédo (HAFEZ, 2004).

2.5 Colheita de Odcitos



Segundo Gonsalves et al (2002), a obtengcdo de odcitos pode ser a partir de
puncao folicular ou disseccéo folicular (quando o numero de ovérios € reduzido), em
ovarios provenientes de abatedouros ou, in vivo, por laparotomia ou laparoscopia ou
ultra-sonografia via transvaginal.

Ramos et al (2007), ressalta ainda que, a uma maior disponibilizacdo de
oocitos quando os animais sdo submetidos a tratamentos hormonais com
somatotropina bovina recombinante (rbst), que tem apresentado efeito no
crescimento folicular em vacas, Gong et al., (1991, 1993); De La Sota et al., (1993);
Lucy et al., (1993). A bST aumenta a populacédo de foliculos em animais de origem
européia, Gong et al., ( 1991, 1993, 1996, 1997); De La Ramos et al. Sota et al.,
(1993); Webb et al., (1994); Kirby et al., (1997a,b); Bols et al., (1998) e em vacas
Nelore, Carter et al., (1998); Buratini Jr. et al.,, (1999). Crystal et al. (1997)
demonstraram que o numero de foliculos com didmetro de 3 a5 mm e de 6 a 9 mm
€ maior em vacas tratadas com bST em relacdo aquelas nédo tratadas e relataram
que o efeito deste horménio seria primeiramente na fase de recrutamento do
crescimento folicular, ndo sendo afetadas a selecéo de foliculos grandes e a taxa de
ovulacdo. Bols et al. (1998) completa que, embora o recrutamento de foliculos tenha
aumentado antes da aspiracao folicular em animais submetidos a tratamentos com
rbST, o nUmero e a qualidade dos ovdcitos, assim como o numero de blastocistos
cultivados in vitro nao foi influenciado.

Para Gonsalves et al (2002), o odcito pode ter o seu potencial de maturacao,
fecundacdo e capacidade de desenvolvimento embrionério observado pela (CCO)
células do cumulus odcito. Morfologicamente, os o06citos que possuem maior
potencial de viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo com granulacdes
finas de coloracdo marrom e completamente envolvidas por varias camadas de
células do cumulus dispostas de forma compacta. Enfatiza entretanto, que ha
grandes variagdes quanto aos padrdes morfoldgicos de qualidade de odcito entre as
espécies. Por exemplo, odcitos viaveis de camundongo apresentam o ooplasma
claro, quase sem granulac¢des, enquanto que em equinos, suinos e cées, observa-se
ooplasma escuro e as granulagcbes podem apresentar-se de forma heterogénea.
Vérias classificacbes morfologicas tém sido adotadas para selecionar o00citos
bovinos na tentativa de identificar os de maior viabilidade. Esta sendo apresentada

abaixo uma adaptacédo da proposicao de (LONERGAN, 1992).



Quadrol- Classificagcéo oocitaria de acordo com a composi¢ao do cumullus
oophorus segundo Lonergan (1992).

QUALIDADE OOCITARIA DESCRICAO

Grau | Celulas do cumulus compactadas, contendo mais de
trés camadas de células.

Grau I Celulas do cumulus compactadas parcialmente
presentes em volta do oo6cito ou rodeando
completamente o 6ocito, com menos de trés camadas

celulares.
Grau Il Celulas do cumulus, com apenas uma camada de
celulas.
Sem cumulus Auséncia de camadas de células do cumulus.
Expandido Celulas do cumulus expandidas.
Atrésicos Celulas do cumulus em regress&o celular.
Degenerado Odcitos com sinais de degeneracéao

Fonte: FERRAZ, 2008.

2.6 Maturacéao

A maturacdo in vitro varia em periodos de 18 a 24 horas em 5% de CO2 em
ar e umidade saturada, as condicoes de cultivo in vitro sdo monitoradas
constantemente e manipuladas para melhorar a capacitacdo do odcito apds sua
retirada do ambiente natural do foliculo. Sao adicionados alguns fatores de
crescimento, como gonadotrofinas e esteroides aos diferentes meios de maturagao.
(GONCALVES et al, 2008).

Observado por Alves et al, (2001), apesar da diferenca entre os mais variados
tipos de protocolos para maturacéo in vitro de od6citos bovinos, existe a igualdade

sobre a suplementacdo do meio de maturagcdo com LH ou suplementacdo com LH e



FSH, ou ainda, a associacdo entre horménios gonadotroficos e esterodides
(Montagner, 1999) também tem sido implantada em funcdo da especificidade de
acao que cada hormonio possui tanto para aumentar a porcentagem de odécitos que
completam a meiose quanto para aumentar a capacidade de fecundacdo e de
desenvolvimento até estadios de blastocisto. E comprovado que a suplementacéo
do meio de maturacao de oo6citos com FSH induz a um aumento transitério do AMPc
(Richard, 1980) que pode causar um retardamento a retomada do processo de
meiose, razdo pela qual varios grupos de estudos tém utilizado alta concentracdo de
LH e baixa de FSH.

Descrito por Gongalves et al (2007), para que o 00cito esteja com capacidade
de ser fecundado e posteriormente de se desenvolver até a fase de blastocisto, este
precisa ser maturado e, durante essa fase, este sofrer diversas transformacdes
morfoldgicas tanto em seu citoplasma quanto em seu nucleo. Logo enfatiza o autor
que:

Durante todo o seu desenvolvimento, 0 o0décito se encontra no
estadio dipléteno da préfase | ou estadio de vesicula germinativa (VG). In
vivo, o reinicio da meiose ou maturagdo tem inicio apds o pico pré-ovulatorio
de LH durante o estro e, in vitro, a retirada do odcito do contato com as
células foliculares é suficiente para dar inicio ao processo de maturacao
nuclear. A maturacdo nuclear do odcito compreende a progressdao do
estadio dipléteno da primeira profase meidtica até a fase de metafase Il
(MIl). Em bovinos, o periodo de maturacao varia de 18 a 24 horas em
atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar e umidade saturada. In
vitro, diferentes condicdes de cultivo e protocolos ja foram testados para a
maturagdo de odcitos, varios meios de maturacéo, tais como fluido sintético
de oviduto e meio de cultivo tecidual 199 (TCM 199), tém sido utilizados. O
TCM199 é o meio mais difundido entre os laboratérios de produgéo in vitro,
sendo, geralmente, suplementado com soro fetal bovino (SFB), FSH, LH,

piruvato e antibidtico, entretanto existem variagbes entre os diferentes
protocolos de PIV.

De acordo com Eppig (2001); Blondin et al., (2002); Fair, (2003); Lequarre et
al.,(2005) citados por Goncalves et al (2007), o6citos adquirem progressivamente a
capacidade de completar a maturacdo nuclear, e citoplasmatica, sendo assim
adquirem a capacidade de suportar o desenvolvimento embrionério até a fase final
de crescimento folicular. A maioria dos oocitos coletados para PIV esta dentro de
pequenos foliculos antrais e, apesar de competentes para o reinicio da meiose,
apresentam baixa capacitacdo para o desenvolvimento embrionario. Seneda (2008)
confirma esta afirmativa, completando que a competéncia do odcito obtido pela
aspiracgao folicular transvaginal parece néo ser influenciada pelo tamanho do foliculo,

mas 0 mesmo ndo ocorre em relacdo a taxa de recuperagcdo, que demonstrou ser



significativamente superior para foliculos menores ou iguais a 4 mm. In vivo, a
capacitacdo é adquirida no periodo do desenvolvimento folicular devido as
mudancas moleculares e estruturais desenvolvidas no odcito durante esse periodo,
0 gque o torna apto para suportar as fases iniciais do desenvolvimento embrionario,
Hyttel et al.,(1997). Em consequéncia, odcitos oriundos de foliculos grandes séo
mais capacitados para o desenvolvimento embrionario que odcitos oriundos de
foliculos pequenos, Lonergan et al., (1994b); Pavlok et al., (1992); Bastos et al.,
(2005). Entretanto, o tamanho folicular ndo parece ser Unico responsavel pela total
capacitacdo dos CCOs segundo Humblot et al., (2005). Odcitos coletados 6 horas
apos o pico pré-ovulatorio de LH e maturados in vitro, apresentam uma elevada taxa
de desenvolvimento embrionério, semelhante a odécitos obtidos in vivo (BLONDIN et
al., 2002).

Segundo Goncalves et al.; (2002), Inibidores do reinicio da meiose tém sido
utilizados com intencdo de aumentar o tempo de maturacdo do citoplasma in vitro e
consequentemente melhorar a capacitacdo dos oocitos durante a maturagcéo. Assim,
para o autor supracitado:

O odcito, no interior do foliculo, estd envolto por células da
granulosa, formando assim um complexo cumulus-o6citos (CCO). O
conjunto de células proximas da zona pellcida, que estdo em intimo contato
com 0 o0cito por jungdes intercomunicantes € denominado de corona
radiata. Essas células do cumulus tém funcdo diferenciada daquelas
presentes no mural do foliculo em consequiéncia do seu intimo contato com
0 o6cito. Substancias reguladoras produzidas pelo oécito tém fungéo
importante na atividade das células do cumulus e, da mesma maneira,
componentes dessas células sométicas tém participagdo ativa no
mecanismo de crescimento e maturacdo dos odcitos. Apesar das células do
cumulus ndo serem essenciais para maturacdo dos odcitos, melhores
resultados de maturagéo, fecundacdo sdo alcancados na presenca desse

tipo celular, fato que evidencia a importancia das células do cumulus na
maturagdo do odcito in vitro .

Para Gongalves et al., (2002) sdo de grande importancia as caracteristicas
vista macroscopicamente do foliculo para determinar a capacidade de maturacéo
nuclear e citoplasmatica do oocito. O mesmo ressalta que o0citos provenientes de
foliculos menores que 2 mm de diametro, geralmente ndo sdo competentes para
reiniciarem a meiose, entretanto uma grande percentagem de foliculos maiores do
gque 8 mm ja estdo em processo de atresia ou apresentam 00citos em processo de
maturacdo, destaca-se que em todos o0s casos, a qualidade dos odcitos é

comprometida. Portanto, deve-se considerar a diferencga entre foliculos dominantes e



subordinados que em estudos relatam ter influéncia sobre a capacidade do odcito
em desenvolver até a clivagem e sustentar o desenvolvimento embrionério.

Odcitos oriundos de foliculos um pouco antes do pico ovulatorio e liberacéo
do horménio luteinizante (LH) tém maior capacidade de desenvolvimento até
blastocisto do que aqueles com diametro entre 2 e 6 mm. Provavelmente, a
permanéncia do odcito no foliculo desde a divergéncia folicular até a ovulacéo é de
fundamental importancia para completar o fenémeno denominado de capacitacdo do
oo6cito. Na préatica, os foliculos entre 2 e 8 mm tém sido utilizados para maturagdo in
vitro em decorréncia do numero disponivel no ovario e da dificuldade de determinar
0s 00citos que estdo capacitados antes da fecundacdo. Métodos eficazes para
capacitacdo de odcitos in vitro devem ser desenvolvidos para incrementar os indices
de producéo de embrides (GONCALVES et al., 2002).

A maturacéo do odcito, envolvendo as mudancas nucleares e citoplasméticas,
esta relacionada a uma variedade de mudancas estruturais e bioquimicas que
tornam o gameta feminino apto a ser fecundado e ter o desenvolvimento embrionario
subsequente. O indicador mais provavel da completa maturacdo nuclear e
citoplasmatica é a capacidade do odcito ser fecundado e desenvolver até embrido
(GONCALVES et al., 2002).

Ha uma larga variedade de meios que sao utilizados para maturacao in vitro
de odcitos, entretanto, a maioria dos laboratérios usam, como meio base, o TCM-
199 com sais de EARLE (GONCALVES et al., 2002).

2.7 Fecundacdao in vitro

Para Varago et al (2008), os laboratorios, durante o processo de fecundacéo
in vitro em bovinos usa-se sémen congelado. Entretanto, apés o descongelamento
do sémen, é necessario selecionar os espermatozoides vivos e que tenham
capacidade para fecundar o odcito. Esta selecédo é realizada na maioria das vezes
pela separacdo em gradiente de Percoll, segundo Galli e Lazzari, (1996), embora
existam outros sistemas que possam ser utilizados como o “swim-up” ou o lavado
espermatico.

O percoll € composto por particulas de silica coloidal coberto com

polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentra¢des para formar um gradiente



descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e 30%) para separacdo espermatica
(GONCALVES et al., 2002, apud VARAGO et al,2008).

2.8 Cultivo in vitro

Segundo Varago et al (2008), o entendimento do processo de fecundacdo em
mamiferos, meios capazes de favorecer o crescimento embrionéario até o estadio de
blastocisto comegaram a ser desenvolvidos. Em 1967, um primeiro trabalho
demonstrou que zigotos de rata evoluiam até o estadio de duas células embrionarias
na presenca de lactato e piruvato Whittinham e Biggers, (1967). Um pouco mais
tarde, Whitten e Biggers (1968), tiveram resultados que o desenvolvimento
embrionario em meio simples, sem o adicionamento de substancias
macromoleculares que simulasse a substancias materna, entretanto, durante o
cultivo, muitos embrides cessardo o desenvolvimento entre 2 e 16 células
dependendo da espécie abordada. Anos mais tarde esta parada do desenvolvimento
foi denominada de bloqueio do desenvolvimento embrionario, que corresponde até
uma resposta embrionaria aos efeitos adversos no cultivo ou a caréncias do sistema
de producdo materno no momento da transicdo do genoma para o embrionario
Barnes e Eystone, (1990) e Petters, (1992). Smith et al., (1995) completa dizendo
que, na espécie bovina, os embrides sofrem bloqueio no estagio de oito células.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cuidados éticos

Foram tomados os seguintes cuidados éticos:
Assinatura do termo de permissdo para entrada nas propriedades (ANEXO
A).

Termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B)

3.2 Animais

Foram utilizadas 13 vacas da raca Gir (Bos taurus indicus), com idade entre 5
e 8 anos, com escore corporal entre 3 e 4 (sendo 1 = muito magra e 5 = gorda,
segundo Ferreira et al., 1999), a aspiracéao folicular foi feita em intervalos de 15 dias
durante 1 més, ou seja 2 vezes, e apods, puncionados com 30 dias. Ndo houve
administracdo de tratamento hormonal nos animais. Os animais estavam em
piquetes irrigados, de grama Tiffton durante um periodo do dia e estabulados o
restante do dia comendo silagem de milho e racao balanceada para controle leiteiro.

Foi feita avaliacdo fisica e ginecologica de todos os animais antes das
puncdes foliculares para avaliar a fase do ciclo estral em que as vacas estavam.

As aspiragOes foliculares foram feitas entre os meses de junho e julho de
2010. As mesmas foram denominadas de Tempo 1, Tempo 2 e Tempo 3, onde o
tratamento 1; n=(13) foi a primeira aspiragcéo, o tratamento 2; n=(13) foi a aspiracéo
feita com intervalo de 15 dias ap0s o tratamento 1, e o tratamento 3 n=(13) foi a

aspiracao feita com intervalo de 30 dias apds o tratamento 2.

3.3 Local



O experimento foi realizado na Fazenda Jud, que possui um laboratorio
adequado para a selecdo e classificacdo dos odcitos . A Fazenda Jua tem como
principal finalidade a disseminacdo de genética com a venda permanente de
tourinhos e embrides, estd localizada no municipio de Arcos — Minas Gerais. Arcos
localiza-se a uma latitude 20°17'29" sul e a uma longitude 45°32'23" oeste, estando a

uma altitude de 740 metros.

3.4 Procedimentos

As puncdes foliculares foram realizadas por um mesmo técnico, foi realizada
utilizando-se de um ultra-som Chison 8100 VET com transdutor microconvexo de 5
mHz (UST 974-5) conectado a guia de bidpsia acoplada com 18 G. A pressao de
vacuo foi obtida com uma bomba WTA, ajustada entre 80 a 90 mmHg.

Para evitar movimentos abruptos, desconforto e movimentos peristalticos que
possam causar lesdes no animal, foi feita anestesia epidural, 5 mL de Lidocaina a
2%.

Para evitar contaminacdes foi feita uma assepsia na regido do anus e vulva.
Em seguida foi feita a manipulacdo transretal, para que o0s ovarios fossem
posicionados para facilitar a puncdo e obtencdo dos odcitos e para uma boa
visualizacdo na tela do aparelho de ultra-som, o ovario foi palpado para inspecéo e
isolado de outros tecidos que poderiam atrapalhar a visualizacdo ou até mesmo
causar lesbes acidentais, apds esta verificacdo o transdutor acoplado a guia de
biopsia e agulha foi introduzido pelo canal da vagina, e, os foliculos a serem
aspirados foram posicionados no percurso da agulha e apresentados na tela do
ultra-som e quando a agulha se aproximou do foliculo a ser aspirado, com o auxilio
da bomba de vacuo o foliculo foi aspirado , 0 mesmo procedimento foi repetido em
todos os foliculos visiveis de cada ovario.

No final do procedimento a agulha e o sistema que liga a agulha a bomba de
vacuo foi lavada com meio de recebimento dos odcitos composto de soro fetal
bovino acrescido de 5,0 UI/mL de heparina sodica e 50 mg/mL de Gentamicina

O material aspirado foi levado ao laboratério da fazenda em tubos em
temperatura adequada, no laboratorio foi feita a transferencia deste material para

filtro de colheita de embriGes e lavado com a mesma solugéo utilizada na aspiragao.
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Apés lavado foi tranferido para placa de Petri para ser feito a sele¢do, contagem e
selecdo dos odcitos. Os odcitos foram classificados de acordo com o ndmero de
camadas de células do cumulus em graus I, 1l e Il (GI, Gll e GIlll), o6citos sem
cumulus (s/c), expandidos (exp), degenerados (deg) e atrésicos (atr), segundo
Lonergan, (1992). Os odcitos considerados viaveis foram classificados como Gl, Gll
e Glll, lavados e transportados em criotubos contendo meio de maturagcdo em banho
Maria a 35°C.

No laboratério os odcitos passaram por novas lavagens e em seguida
transferidos para placas de Petri e conduzidos a maturacdo in vitro (MIV) por 24
horas. ApOs esse processo foram conduzidos a fertilizagdo in vitro onde
permaneceram por 18 a 20 horas, todos os odcitos foram fecundados com o mesmo
sémen e da mesma partida da central de sémen, para ndo haver influéncia no
resultado e posteriormente apds o tempo de fecundacao foram transferidos para o
cultivo in vitro (CIV) onde permaneceram por 6 a 8 dias, no 6 a 7 dia os embrides ja
desenvolvidos foram rastreados e avaliados em morula, blastocisto, blastocisto em
expansao e balstocisto eclodido, (LINDNER E WRIGHT-JR, 1983).

3.5 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado do tipo cross-over
2x2. Todos os animais foram submetidos a todas as aspiracOes foliculares,
objetivando evitar efeitos individuais no resultado.



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo mostra os resultados obtidos de odcitos totais, odcitos
viaveis, oo0citos inviaveis, embrides e taxa de prenhes, os embribes e taxa de
prenhes foram analisados apenas para dar continuidade nos resultados.

A tabela 1 mostra os valores reais de o0citos aspirados em cada tempo onde

foram divididos em odcios totais, o6citos viaveis e odcitos inviaveis.

Tabela 1- Valores reais de odcitos aspirados em cada tempo (Tempo 1 n=(13) foi a
primeira aspiragao, o tempo 2; n=(13) foi a aspiracéo feita com intervalo de 15 dias
apos o tempo 1, e o tempo 3 n=(13) foi a aspiracdo feita com intervalo de 30 dias

apoés o tempo 2).

0O0CITOS
GRUPOS TOTAIS VIAVEIS INVIAVEIS
T1 338 182 156
T2 334 208 126
T3 286 130 156

Os resultados da avaliacdo dos odécitos sdo mostrados na Tabela 2, onde
pode ser observado o numero real de odcitos viaveis que foram classificados em
grau | (Gl), grau Il (Gll) e grau Il (Glll) de acordo com a quantidade de camadas de
celulas do cumulus, sendo que odcitos de grau | sdo aqueles que apresentam
melhor qualidade. A tabela também mostra a quantidade de odcitos inviaveis que
foram classificados, em: o6citos sem cumullus (s/c), oocitos com cumullus expandido

(c/lexp.), o6citos com cumullus degenerado (c/deg.) e odcitos atrésicos.



Tabela 2- Classificacdo de odcitos bovinos da raca Gir, em nameros reais de acordo
com as ceélulas do cumulus oophorus em: s/c (sem cumulus), ¢/ Exp. ( cumulus

expandido), c/ deg. (cumulus degenerado) e c/ atrs. (cumulus atrésicos).

CLASSIFICAGAO DOS OOCITOS

GRUPOS  VIAVEIS

OOCITOS OOCITOS
VIAVEIS S/IC C/EXP. C.DEG. ATRESICO INVIAVES
Gl Gl Glll TOTAIS TOTAL
T1 23|90 | 69 182 17 27 45 67 156
T2 27|96 | 83 208 31 39 35 21 126
T3 13|61 | 56 130 28 34 41 53 156

No T1 o numero total de oocitos viaveis foi de 182, sendo que destes, 23
foram classificados como oocitos de grau 1 (Gl), 90 como GIll e 69 como Glll, o
namero de odcitos inviaveis total foi de 156. Estes foram classificados em: sem
cumulos (17), com cumulus expandido (27), com cumulus degenerado (45) e 67
00Citos atrésicos.

No T2 o numero total de oocitos viaveis foi de 208, o maior dos trés grupos,
onde 27 foram classificados como Gl, 96 como GIlI e 83 como GllIl, o niumero de
odcitos inviaveis total foi de 126 o menor niamero dos trés grupos onde foram
classificados em 31 sem cumullus, 39 com cumullus expandido, 35 com cumullus
degenerado e 21 odcitos atrésicos.

No T3 o total de oocitos viaveis foi de 130, no qual, 13 foram classificados
como GI, 61 como Gll e 56 como Glll, 0 numero de odcitos inviaveis total foi de 156
e a classificacdo seguiu-se da seguinte forma: 28 sem cumullus, 34 com cumullus
expandidos, 41 com cumullus degenerado e 53 oocitos atrésicos.

Os resultados do T2 que mostram menor quantidade de odcitos aspirados,
porém maior taxa de embribes e prenhezes em relagcdo aos outros grupos, podem
sugerir concordando com Seneda (2002), que a taxa de recuperacdo de odcitos €
pior quando os foliculos puncionados sdo maiores que 6mm, e ha uma melhor
recuperacdo dos mesmos quando oriundos de foliculos pequenos entre 2 a 6mm. No
caso do T2 a taxa de recuperacao foi maior, sugerindo que os foliculos neste grupo

eram de menor diametro.



O melhor resultado do T2 em relagdo aos outros demonstra que existe efeito
positivo entre o intervalo entre aspiragdes, provavelmente, resultando em menores
alteracdes no recrutamento folicular e consequentemente no niumero de foliculos
disponiveis para OPU. Contudo nédo ha na literatura o periodo certo entre aspiracdes
para obter melhores resultados.

No grupo T3, um fator sugestivo para a menor quantidade de odcitos pode ser
um maior numero de foliculos de maior diametro, devido ao maior intervalo de dias
entre aspira¢cbes como encontrado também por Bols et al., (1997), onde relata que
apesar de foliculos maiores serem mais faceis de puncionar, a aspiracao de foliculos

menores parece disponibilizar melhor qualidade de odcitos.

Grafico 1- Classificacdo de odcitos bovinos da raca Gir, em porcentagem de acordo
com as células do cumulus oophorus em: s/c (sem cumulus), ¢/ Exp. ( cumulus

expandido), c/ deg. (cumulus degenerado) e c/ atrs. (cumulus atresicos).
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Arquivo pessoal

O presente trabalho mostra recuperacdo de odécitos que foram classificados
como inviaveis (Tabela 1). A presenga de numero significativo desses elementos
demonstra que ha ineficiéncia no processo de colheita ou algum problema no
decorrer da maturacdo oocitaria. Esses problemas podem ser justificados devido a
relacdo inversa do maior diametro folicular e da taxa de recuperacdo de ovocitos,

como alteragbes morfologicas no CCO, Bols et al., (1998), viscosidade do fluido



folicular, Goodhand et al., (1999), quantidade de material a ser aspirado e presséo
intrafolicular (SENEDA, 1999).

Um aspecto a ser considerado seria fazer as puncdes foliculares no momento
gue houvesse maior numero de foliculos de menor tamanho, para haver um a

melhor recuperacao dos odcitos.

Tabela 2- Classificacdo de odcitos bovinos da raca Gir, em porcentagem de acordo
com as ceélulas do cumulus oophorus em: s/c (sem cumulus), ¢/ Exp. ( cumulus

expandido), c/ deg. (cumulus degenerado) e c/ atrs. (cumulus atrésicos).

CLASSIFICACAO DOS OOCITOS

GRUPOS VIAVEIS O6CITOS OOCITOS
VIAVEIS S/C c/ C. ATRESICO ;
GI Gl Gl TOTAIS (%) EXP.%) DEG.(%) (%) 'N;’(')AT\QELS
0, 0, 0, 0,
(%) (%) (%) (%) (%)
T1 12,6 49,4 379 53,8 10,8 17,3 28,8 42,9 46,2
T2 129 46,1 39,9 62,2 24,6 30,9 27,7 16,6 37,7
T3 10 469 43 45,4 17,9 21,7 26,2 33,9 44,6

A tabela 2 mostra os valores em porcentagem a sua utilizacdo se justifica
para melhor visualizacdo dos resultados. Sendo que no T1 os valores de odcitos
viaveis grau | (Gl) foram de 12,6 %, odcitos grau Il (Gll) 49,4 %, odcitos grau Il (GlII)
37,9 %. No T2 os valores de odcitos viaveis grau | (Gl) foram de 12,9 %, odcitos
grau Il (Gll) 46,1 %, grau Il (Glll) 39,9 %. No T3 os valores de odcitos viaveis grau |
(GI) foram de 10 %, odcitos grau Il (Gll) 46,9 %, odcitos grau Il (GlIl) 43 %.

A porcentagem de de odcitos inviaveis no T1 foi de 46,2 %, no T2 foi de 37,7
% e no T3 de 44,6 %.

Tabela 3. Média de o0citos totais, oocitos viaveis, embrides e taxa de prenhez de
vacas doadoras de embrides da Fazenda Jua, obtidos em diferentes periodos de

aspiracéo folicular.

CLASSIFICACAO

] ) EMBRIOES
TRATAMENTOS OOCITOS O0OCITOS (média) TAXA DE




TOTAIS VIAVEIS PRENHEZ

(média) (média) (média)
26 14 6 2,53

T1(n=13) (n=338) (n=182) (n=78) (n=33)
25,6 16 6,3 2,7

T2(n=13) (n=334) (n=208) (n=82) (n=36)
22 10 4 1,75

T3(n=13) (n=286) (n=130) (n=52) (n=23)

Os embrides foram transferidos para as receptoras com 7 dias de cultivo,
estas passaram por exames ultra-sonograficos com 36 dias de gestagdo para
detectar as prenheses.

No tratamento 1n=(13) a média de odcitos totais no grupo foi de 26,00, de
odcitos viaveis 14,00, de embrides 6,00, e taxa de prenhez de 2,50.

No tratamento 2n=(13) a média do grupo de odcitos totais foi de 26,5, de
odcitos viaveis de 16,00, de embrides de 6,3e de taxa de prenhez de 2,8.

No tratamento 3n=(13) a média do grupo de odcitos totais foi de 22,00, de
oocitos viaveis de 10,00, de embrides de 4,00 e de taxa de prenhez de 1,75.

Entre os tratamentos 1 e 2, ndo houve diferenca significante entre a média de
odcitos totais, 04citos viaveis, embrides e taxa de prenhez, entretanto no tratamento
3 a média de todas as classificacdes citadas acima foram inferiores.

Como ressalta Bols et al (1995, 1996, 1997) e Seneda (2001), a técnica de de
aspiracao folicular transvaginal guiada por ultra-som (OPU), tem se mostrado mais
eficiente na produgéo de embrides comparando com a TE, embora com maior custo
por embrido, entretanto a técnica OPU pode resultar em baixa taxa de recuperacao
de odcitos devido a varios fatores como: comprimento do bisel da agulha, presséo
do vacuo, visualizacado pela frequéncia do transdutor, a condi¢céo fisiol6gica da
doadora, considerando-se peso, raca, idade e a propria variacdo individual, sdo
alguns dos aspectos biolégicos que interferem na OPU.

Ainda ressalta Viana et al (2005), que as caracteristicas fisicas do ultra-som,
como a resolucdo e formacdo de imagem permitem somente a visualizacdo de
foliculos maiores que 2mm e na fase antral, concluiram que estes foliculos sdo uma

pequena fracdo em um todo mais de grande importancia na qualidade dos odcitos.



Gréfico 2. Média de odcitos totais, odcitos viaveis, embrides e taxa de prenhez de
vacas doadoras de embrides da Fazenda Jua, obtidos em diferentes periodos de

aspiracao folicular.
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Odbcitos recuperados sem estimulacdo hormonal da doadora e com
frequéncia de puncdo de uma vez/semana tém qualidade inferior aos od0citos
coletados duas vezes/semana na opiniao de (GOODHAND et al. 1999).

Os resultados do presente experimento mostram que no grupo 1 e 2 houve
uma tendéncia de maior niumero de o0citos totais, oocitos viaveis, embrides e na
taxa de prenhez entre os periodos de aspiracao.

O tempo entre as aspiracOes néo foi fator preponderante para aumentar a
qualidade dos oocitos mesmo que no grupo T1 e T2 terem resultados um pouco
melhores, mas no entanto aspiracoes repetidas, em intervalos pequenos podem
causar danos aos o6citos como diminuicdo das celulas do cumulus, ruptura do zona
pelucida, baixa producao de embrioes e também pode causar danos ao animal como
atresia de ovarios, alteragédo na dinamica folicular folicular e até perda funcional total
dos mesmos.

Outros autores ndo observaram diferenga na utilizagdo de diferentes periodos
entre aspiracdes na quantidade de odcitos, no numero de foliculos visualizados, no
numero de foliculos aspirados, no numero de odécitos recuperados, e na taxa de

recuperacao entre animais em aspiracoes feitas uma ou duas vezes por semana,



(GIBBONS et al., 1994; BROADBENT., et al 1997; GARCIA e SLAHEDDINE.,
1998).

A literatura sobre o assunto ainda estad insufiente em informacdes, ao
contrario, trabalhos da mesma natureza com objetivos diferentes como trabalhos
referenciando pesquisa de tratamentos hormonais, ha grandes variagbes dos
resultados apresentados por diversos autores e nao apresentam um padrdo na
metodologia da coleta e das respostas a estimulacdo exdgena, com isSso a técnica
ainda € muito onerosa, nao é feita na pratica e ainda € uma técnica complicada e

com poucos profissionais qualificados para realiza - la.



5- CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se dizer que os objetivos delineados
neste estudo foram alcancados, porém o periodo entre as aspiracdes nao foi um
fator preponderante na qualidade dos odcitos. No entanto aspiragfes continuas em
periodos curtos podem causar danos ao animal e ndo sendo as vezes
compensatorio pelo alto custo da técnica utilizada.

Mas como ainda € uma técnica ndo muito difundida, e com poucas
referéncias na literatura necessita de mais estudos, para obter resultados mais

precisos.
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